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JUSTIFICACIÓN
Justificación
La producción cárnica representa uno de los mayores contingentes mundiales a nivel
industria], ya que la musculatura esquelética de origen animal proporciona el principal recurso
energético para la obtención de proteínas de alta calidad.
A nivel de producción cárnica, los ganaderos han ensayado distintas fórmulas cuya
finalidad ha consistido en lograr un mayor crecimiento del animal en un plazo de tiempo lo más
breve posible, puesto que ello proporciona un considerable ahorro, cuya cuantía económica
es al mismo tiempo bastante sustanciosa. La utilización de los agentes promotores del
crecimiento representa, dentro de este sector, una doble ventaja: económica y la obtención de
canales de mayor calidad y más atractivas para el consumidor. Pero al mismo tiempo, entraña
un riesgo, dada la tálta de control en cuanto a la aplicación y dosificación de dichas sustancias,
llegando en ocasiones a crear serios problemas en el entorno de los consumidores.
La utilización ilegal del cleabuterol en todos los paises de la Unión Europea, como
agente promotor del crecimiento ha creado una proflmda controversia dentro de los sectores
de la alimentacióny producción animal, dado elcarácter fraudulento que entraña esta práctica.
Por otra parte, las intoxicaciones diagnosticadas, sobre todo en España e Italia a principios de
los 90, en los consumidores de carnesy especialmente, del hígado de los animales tratados con
este beta agonista, han supuesto un serio problema tanto desde el punto de vista económico,
por las restricciones en cuanto a exportación de productos cárnicos se refiere, como dentro
del entorno de la Salud Pública, aún a pesar de que la sintomatología observada, remitiese en
un periodo relativamente corto de tiempo y que, por el momento, no ha tenido consecuencias
tan graves para la población humana, como el consumo de carne procedente de las tristemente
famosas ‘vacas locas”.
Tampoco hemos de olvidar que las sustancias utilizadas, con fines fraudulentos, no
suelen ser administradas aisladamente, sino en combinación con otro tipo de fármacos, que
bien potencian unas veces, y enmascaran, otras, los efectos producidos. Por ejemplo, la
utilización de antibióticos, que per se estimulan el engorde, permite utilizar animales cuyo
estado sanitario es ejemplar. Si a estos animales, se les adininistra cualquier anabolizante, el
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efecto de engorde será mayor
El principal objetivo de nuestra experimentación, ha sido el estudio de la administración
de clenbuterol, o las asociaciones de éste a glucocorticoides de síntesis y su repercusión sobre
el fisiologismo animal a distintas edades, tanto a nivel hepático como sobre los ejes
hipotálamo-hipofisario adrenal y gonadal.
En primer lugar, se ha escogido la rata por ser una especie de crecimiento rápido, y por
ello, los efectos serán inés rápidamente observados, desde el punto de vista de la utilización
del clenbuterol como promotor delcrecimiento. Además, se ha comprobado que los reodores
constituyen una de las especies idóneas para el estudio de los efectos del clenbuterol en virtud
de su carácter de agente de reparto. Por otra parte, tendremos una mayor disponibilidad de
animales, y ello nos permitirá establecer conclusiones más precisas y aproximadas a lo que
ocurre en la vida real.
Elegimos hembras puesto que los tratamientos con clenbuterol dentro del mundo
ganadero, han demostrado ser más efectivos que en los machos, desde el punto de vista
anabolizante. Asimismo, trabajamos con animales de distintas edades, para ver cómo se
alteraban los distintosparámetros analizados.
Los tratamientos a aplicar, han constituido un serio reto para nosotros, tanto en cuanto
al ajuste de la dosis, como la duración y el tipo de tratamiento. Por ello, nuestro objetivo en
este sentido, ha sido la administración de dos tipos de tratamiento: uno a base de clenbuterol
y otro con la asociación de clenbuterol y dexametasona. De esta forma podremos comparar
las distintas repercusiones que tendrá cada uno de ellos, sobre los animales y ver cual
dispondrá de mayor efectividad para la consecución de nuestro fin.
En cuanto a la duración del tratamiento, creímos oportuno que ésta fuera lo más
parecida a la aplicada a los animales de abasto, con los periodos de supresión
correspondientes, aunque bien es cierto, que “tanteando”, puesto que al estar prohibida la
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utilización de cualquier sustancia como Ñvorecedor del engorde, era difidil encontrar
información aclaratoria. Por ello, aplicamos tratamientos de larga duración, para poder, así,
contemplar la evolución en las distintas fases del mismo.
Dado que el consumo de hígado, procedente de animales tratados con clenbuterol, ha
sido el “responsable” de la polémica suscitada en torno a este tema, uno de nuestros principales
objetivos consistió en llevar a cabo un proftmdo estudio de la estructura hepática y comprobar
si el clenbuterol, al quedar acumulado en esta víscera, era capaz de alterar la misma, con lo
cual demostraríamos si ese posible efecto hepatotóxico se debe al clenbuterol o a otras
sustancias, pues no hemos de olvidar, que en las prácticas fraudulentas de engorde de los
animales de abasto se emplean auténticos “cócteles” a base de hormonas anabolizantes,
antibióticos, glucocorticoides, etc.
Basándonos en la bibliograflaconsultada y dada lacarencia de información al respecto,
hemos utilizado dosis considerablemente superiores a las administradas al ganado vacuno y
otras especies, de tal manera que deseábamos producir lesiones en este órgano, llevando a
cabo, el estudio anatomopatológico (tanto estructural como ultraestructuralmente) del hígado
de nuestros animales, en distintas fases del tratamiento. De este modo, en caso afirmativo,
podríamos comprobar exactamente en qué momento y medida el clenbuterol llega a ser
hepatotóxico, tanto durante la administración como en la retirada del medicamento.
Para que este estudio Ibera más exahustivo, otro de nuestros objetivos consistió en
determinar las concentraciones, tanto plasmáticas como hepáticas, de clenbuterol. De este
modo, conociendo la cantidad del fánnaco distribuido a nivel sistémico y la encontrada en
hígado, el estudio histológico realizado, nos permitiría conocer con precisión, la cantidad de
clenbuterol necesaria paraproducir una lesión en esa víscera.
Asimismo, y dada la importancia que representa la utilización del clenbuterol en lo que
a modificación del metabolismo se refiere, estudiamos el carácter anabolizante de este
compuesto, midiendo la ganancia de peso y los niveles de insulina alcanzados por los animales,
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tanto en adultos como en prepúberes, que terminaban la fase experimental siendo adultos. No
hemos de olvidar que elcrecimiento en los animales jóvenes es superior al de los adultos, y de
este modo comprobaríamos la eficacia que aporta el clenbuterol, lo cual también nos orientaría
hacia las consideraciones zootécnicas de su utilización.
Para finalizar, otro objetivo que nos propusimos desarrollar fue el de determinar las
alteraciones que elclenbuterol, un potente estimulante del Sistema Adrenérgico, pueda llevar
a cabo sobre los ejes hipotalamo-hipofisario-adrenal e hipotalamo-hipofisario-gonaclal,
mediante el estudio de las concentraciones hormonales.
A la vista de los resultados que encontraríamos, intentaríamos determinar si la rata
(estirpe Long Evans) puede considerarse como un biomodelo ideal para el estudio de los beta-
adrenérgicos y sus asociaciones a glucocorticoides de síntesis.
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Introducción
En la producción ganadera se utilizan ilegalmente diferentes compuestos con la
finalidad de lograr un mayor crecimiento del animal, en el menor tiempo posible, amén del
ahorro económico que ello representa. Sustancias como estrógenos, andrógenos, beta
agonistas o glucocorticoides son utilizados con estos fines. Su administración, da lugar a un
mayor aumento de peso, en periodos cortos de tiempo, tanto si son aplicados aisladamente o
en fonna combinada, potenciando los efectos de unos y otros {Lommen et al., 1993). Todos
ellos y otras sustancias más, se engloban dentro de] grupo de los anabolizantes.
Podríamos definir a los anabolizantes, como sustancias capaces de producir un aumento
de peso, con la intención de alcanzarmás rápidamente elpeso deseado del animal con la misma
cantidad de pienso, estimulando su anabolismo proteico en detrimento de los anabolismos
lipídico y glucidico (Marcos et aL, 1989). En un sentido amplio de la palabra, se definen,
como: “toda sustancia o compuesto capaz de favorecer los procesos de síntesis (anabolismo)
a expensas de disminuir los procesos de destrucción, de los diferentes componentes de los
organismos animales”.
En 1978, Hoffimn clasificó a los anabolizantes desde dos puntos de vista:
Según su actividad biológica:
* Estrógenicos
* Androgénicos
* Progestágenos
mr Según su estructura:
* Esteroides naturales
* Esteroides sintéticos
* Compuestos no esteroideos
7



Introducción
tóxicos que pueden causar efectos adversos en el intestino.
mr Suprimiendo enfermedades subelínicas.
Si bien todas estas sustancias anabolizantes producen una notable mejoría sobre el
crecimiento del animal, son potencialemente peligrosas para la salud de los consumidores
(Thein et aL, 1995; Maghuin-Rogister, 1995), fUndamentalmente, por los residuos de las
mismas procedentes de su metabolización, pudiendo quedar acantonadas en distintos órganos
de los animales, que posteriormente serán consumidos por el hombre.
Experimentalmente, se ha comprobado que su implantación, en animales de laboratorio,
también ha producido lesiones de distinta importancia, tales como tumores uterinos,
adenoarcinoma de próstata, cáncer de vejiga, exacerbación de cáncer de mama y próstata y
virilizaciónde las hembras, en el periodo fetal y lactante. En el caso de los progestágenos, se
han observado tumores ováricos.
Por este motivo y a raíz de la prohibición de los anteriores, una de las pautas que se
ha seguido con mayor frecuencia en los últimos años, sobre todo hacia finales de los 80, en la
línea de aumentar el crecimiento y producción animal ha sido el empleo de los agonistas beta
adrenérgicos, como agentes promotores del crecimiento (Fienis et al., 1995).
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activación de la glucogénesis hepática. Son los responsables del incremento proteico a
expensas del contenido de grasa (Del Barrio el al, 1995). Entre los más utilizados, como
promotores del crecimiento, se encuentran el clenbuterol y el cimaterol, menos el salbutamol
y últimamente ha empezado a utilizarse la ractopamina (véase figura 7).
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El clenbuterol, junto con otros B2-agonistas (Lonmen y Groot, 1993), se ha venido
utilizando como agente de reparto para mejorar el rendimiento de los animales destinados a
la producción cárnica. Administrado a dosis elevadas produce un incremento en la síntesis
proteica y una reducción en la deposición de grasa estimulando, de este modo, el crecimiento
de la masa muscular. Sin embargo, la falta de información acerca del metabolismo y
distribución de esta sustancia en los animales destinados a la producción de alimentos, así
como el posible peligro potencial que el depósito de sus residuos en los tejidos comestibles
pueda representar paralos consumidores, ha llevado a las autoridades sanitarias de numerosos
paises a considerar eluso de este farmaco, ilegal, en tanto en cuanto no estén suficientemente
aclaradas las dudas al respecto (Reeds el al., 1988; Re et aL, 1993; Directiva 96/22/CE del
Consejo de la Unión Europea; Kuiper el aL, 1998; Mitchdll y Dunnavan, 1998).
Elclenbuterol es un agonista 132 especifico que posee acciones anabolizantes en un gran
número de especies, incluida la humana
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El incremento producido sobre el crecimiento muscular, visto en numerosas especies
tratadas con este compuesto, sugiere que las nuevas tecnologías basadas en la manipulación
del sistema adrenérgico, pueden resultar de gran utilidad en relación al objetivo de incrementar
laeficacia de los niveles de producción del ganado estabulado (Belbansen y Deshaies, 1992).
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CLENRUTEROL: CARACTERÍSTICAS GENERALES
o Estructura
Químicamente, el clenbuterol es una feniletanolamina sustituida, cuya fórmula es 4-
ammo-3,5-dicloro-cc((1,í-dimetil) metil))-3,5-diclorobenzil alcohol) (véase figura 8).
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Como todo J3-agonista, su estructura es similar a la de las aminas simpaticomiméticas.
Pertenece al grupo de las ariletanolaminas, con una gran semejanza a la epineflina, ya que
posee una estructura beta-fenil-etanol-amina (Sanz Pérez, 1995), y dependiendo de los
radicales que ocupen las posiciones 3, 4y5 delanillo aromático y de los radicales de la cadena
lateral, se originan nuevos compuestos como carbuterol, salmeterol, cimaterol
mabuterol,clenbuterol etc... (Illera, 1993).
o Vía de administración:
En la práctica clínica, el clenbuterol, al igual que otros ~-2 agonistas, puede ser
administrado mediante inhalación directa al pulmón (a través de aerosoles o nebulizadores),
myectado (subcutánea, intramuscular o endovenosamente) o por vía oral, dependiendo, su
biodisponibilidad de la vía empleada (Morgan, 1990) (véase figura 9).
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presenta gran resistencia a la sulfatación. Debido a estas modificaciones posee una mayor
biodisponibilidad sistémica, un aclaramiento metabólico más bajo y una vida media más larga,
por lo que es más recomendable, que en el caso de otros compuestos, la vía oral para su
utilización (Morgan, 1990).
Al ser administrado por vía oral, produce un incremento de:
+ la ganancia de peso corporal
+ síntesis proteica
+ masa muscular
n Riodisponibilidad:
La absorción depende de la vía de administración. Por vía oral, la absorción es rápida,
alcanzándose los mayores nivelesplasmáticos entre la ía y 3~ hora, debido a la gran sulfatación
que experimenta en hígado e intestino delgado. Por vía subcutánea o intramuscular, es mucho
más rápida, alcanzándose las máximas concentraciones dentro de los 15-30 primeros minutos,
pero como contrapartida, la duración de su efecto es menor (Morgan, 1990; Moore el aL,
1994).
El metabolito del clenbuterol que se encuentra en mayorproporción y obtenido a partir
de la fracción microsomal hepática, es la hidroxilamina del clenbuterol. Estudios recientes
(Zaleo el aL, 1998), han demostrado que en ganado bovino se ha detectado además, otro
metabolito, el ácido 4 amino- 3,5 dicloro benzoico, cuyo conjugado glicínico, el ácido 4 amino
3,5 diclorohipúrico ha aparecido también en hepatocitos de rata.
Posteriorniente, se elimina en forma de metabolitos conjugados sulfatados (Taburct y
Schmit, 1994), a través de la orina.
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~‘ Carácter t5-agonista
El clenbuterol, es un agonista parcial, que posee una alta afinidad por los receptores
~ y más moderada por los ~ (Waldeck y Widmark, 1985). Posee efectos broncodilatadores
y, curiosamente una relativa eficacia en la activación de los receptores 13~ y >~2 venosos o
cardiacos. Ésto se demuestra porque con respecto al aumento de la frecuencia cardíaca, es
menos potente que el isoproterenol alcanzando tan sólo un 45% del máximo incremento
producido por éste (Hoey el aL, 1995).
Parece ejercer efectos J3~ y ~2 agonistas, cuyo resultado es la estimulación cardiaca al
actuar como agonista 13~ y vasodilatación silo hace como ~ (Brockway el aL, 1987). La alta
potencialidad agonista es el resultado de la elevada afinidad por los beta-receptores debido a
su eficacia para estimular los mismos (Lafontan et aL, 1988).
Distintos estudios han demostrado que el clenbuterol, tras su administración sistémica,
atraviesa la barrera hematoencefálica (Dooley y O’Donnell, 1985), ejerciendo sus efectos,
directamente, sobre el sistema nervioso central, actuando sobre el comportamiento al estar
mediados ciertos efectos por los receptores ¡3-adrenérgicos. Así, por ejemplo, el clenbuterol,
reduce la actividad locomotora, suprime la ingesta de comida y disminuye la capacidad de
respuesta refleja en las ratas (McE]roy y O’Donnell, 1988).
Los efectos promotores del crecimiento ejercidos por el cleubuterol, estánfUertemente
mediatizados por la estimulación directa de los receptores ~ localizados en el tejido muscular
y, también, indirectamente por las variaciones de las concentraciones plasmáticas de hormonas
catabólicas o anabólicas como puede ser el caso de los glucocorticoides, hormona del
crecimiento o insulina. Si las hormonas pueden alterar la respuesta del tejido adiposo frente
a las catecolaniinas endógenas, también pueden afectar a la respuesta de la musculatura
esquelética frente a los agonistas beta 2 exógenos (Sillence el aL, 1995).
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~‘ Efectos
Los efectos producidos tras laadministración de clenbuterol, orientan su aplicación en
tomo a dos vertientes concretas y determinadas:
»» Terapéuticas
»» Metabólicas
a.- Efectos terapeút¡eos
* Su aplicación más frecuente en este ámbito, le ha situado como agente broncodilata-
dor tanto en Medicina Humana como Veterinaria (Martínez Navarro, 1990), lo que ha sido
aprovechado para el tratamiento del asma (Masnatta y Rubio, 1992; Drennan y Yong, 1994)
y otras enfermedades respiratorias de tipo obstructivo, ya que relaja la musculatura lisa
bronquial y disminuye la resistencia de la vía aérea (Pascual et al., 1994).
* Otra de las aplicaciones para las que, tradicionalmente, se ha venido empleando es
como agente tocolitico, en virtud de su capacidad para relajar la musculatura lisa. Ello se
aprovecha, fundamentalmente en ganado vacuno, ya que al actuar como miorrelajante uterino,
se logran evitar partos prematuros (Brocway el aL, 1987; Re el aL, 1993).
* Estimulante cardiaco, por sus efectos cronotrópico e inotrópico positivos, lo que
resulta de gran utilidad en tratamientos de urgencia de bradicardias producidas por bloqueo
cardiaco o cuando es necesario aumentar la contractilidad miocárdica (Hughes el al., 1983).
* Tratamiento de varios procesos degenerativos, como se ha demostrado en modelos
animales de desnutrición o caquexia, que inevitablemente lleva aparejado todo proceso tumoral
(Bates y Pelí, 1991). Estudios practicados sobre ratas a las que se les induce cierto tipo de
tumores y se administra clenbuterol, asociado a agentes que actúan sobre el proceso de
replicación canceroso, demuestran que los efectos anabólicos del clenbuterol preservan la masa
20
Clenbuterol: características generales Introducción
muscular y el contenido proteico, traduciéndose en una reducción del crecimiento del tumor
(Hollenga el al., 1990).
* Tratamiento de enfennedades que van asociadas a un catabolismo muy elevado, como
es elcaso de grandes quemaduras, diabetes o denervación muscular (Chance et al., 1991).
* Retrasa la atrofla producida en ciertas lesiones musculares, como distrofias o atrofias
debidas a la no movilización de los miembros. Así, en ratas, cuya musculatura esquelética ha
sido sometida a distintos procesos de denervación, se puede poner de manifiesto este hecho,
lo que puede ser fácilmente demostrable mediante las medidas del peso húmedo y contenido
proteico muscular (Pullar y Webster, 1977). El efecto ejercido por el clenbuterol sobre la
síntesis proteica, en los casos de atrofla muscular, puede ser debido, bien a posibles cambios
en lacapacidad del ARN en todo el músculo o sobre un nivel especifico del m-ARN, (Babij y
Booth, 1988), o al fenómeno combinado de la reducción de la constante de degradación
proteica (Ka) e incremento de la constante de síntesis proteica (1<,), debido a la acción
anabolizante que ejerce el clenbuterol en el músculo inervado, lo que conduce a la hipertrofla
de las fibras (Choo el al., 1990; Mantle el al., 1992).
* Como coadyuvante en el empleo de los agentes antiobesidad, ya que además de
incrementar el índice metabólico, también estimula la síntesis proteica, lo que puede ayudar a
prevenir la pérdida de masa magra corporal, asociada a la reducción de peso (Emery el al.,
1984). Los compuestos que tienen propiedades de lipomovilización, poseen un efecto
“antiobesidad” en roedores genéticamente obesos (rat fa/fa, souris ob/ob). El clenbuterol actúa
sobre las reservas lipidicas de los animales, al asociar sus efectos lipoliticos y antilipogénicos,
lo que conduce a un desequilibrio, responsable de la creación de un determinado nivel de tejido
adiposo y la reducción de la síntesis de ácidos grasos, permitiendo una reorientación de los
glúcidos hacia el músculo (Lafontan el aL, 1988).
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b.- Efectos metabólicos
Los efectos metabólicos están relacionados con la concentración tisular de Adenosín
monofosfato cíclico (AIVIPc). A nivel muscular y hepático, la conversión de Adenosín tri-
fosfáto (ATP) en AMPc seproduce de manera acelerada al igual que la activación de distintas
enzimas, fUndamentalmente de tipo fosforilasa, que catalizan la transformación de glucógeno
en glucosa, aunque también están implicadas otras, como proteinquinasas, lipasas y
fosfofructoquinasas. De esta manera, se produce una aceleración de la movilización de los
ácidos grasos, formándose ácido láctico en sangre, hígado y musculatura esquelética (Both,
1988).
También muestra una tendencia especial hacia el incremento de la lipolisis y/o descenso
de la lipogénesis (Del Barrio et aL, 1991). En los tejidos adiposo y muscular, es el responsable
de que los nutrientes sean dirigidos fuera de los depósitos grasos hacia la formación de
proteínas (Martínez el aL, 1991), que contribuyen a la formación de musculatura al utilizarse
las cadenas carbonatadas de los ácidos grasos libres, en la formación de aminoácidos (Sanz
Pérez, 1995).
El coste energético de los depósitos grasos y proteicos es el resultado del incremento
producido por la energía proporcionada por el alimento, que se conoce comunmente como la
energía metabolizable que se requiere para producir un incremento determinado en la grasa o
proteínas corporales. El de los depósitos de grasa se puede medir fácilmente en animales
adultos ya que, en estos casos, la retención de energía en forma de proteínas es menor y el
porcentaje de la energía metabolizable requerida para mantener el balance energético
(‘requedmiento de mantenimiento”) no difiere mucho de las medidas sucesivas realizadas sobre
la producción de calor metabólico, a los distintos niveles de la energía metabolizable ingerida
(Pullar y Webster, 1977). Sin embargo, el de los depósitos proteicos no resulta tan sencillo de
valorar, ya que en comparación con las grasas, éste se produce en menor cuantía.
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MECANISMO DE ACCIÓN DEL CLENBUTEROL
Los pequeños roedores de laboratorio (ratay ratón) constituyen los mejores modelos
experimentales para elestudio de los mecanismos de acción de los J32-agonistas, como agentes
de reparto, debido a la existencia del tejido adiposo pardo (BAT) o grasa parda, en una mayor
proporciónque en el resto de las especies. Este tejido es morfológica y ifincionalmente distinto
al tejido adiposo blanco, ya que está más vascularizado e inervado (Yang y McEfligot, 1989).
Posee receptores i3~ y ~ éstos últimos en mayor proporción y, en roedores, juega un papel
fUndamental en la termogénesis, fenómeno, que como veremos posteriormente, está
íntimamente ligado al consumo o ahorro de energía, según sea o no estimulada
adrenérgicamente. En las especies que posean poco o nada de grasa parda, los factores de
reparto permiten, probablemente, una mayor utilización de la energía disponible para aumentar
el incremento de las proteínas a nivel muscular (Lafontan el aL, 1988).
Aunque básicamente, todas las teorías propuestas por los distintos autores coinciden
en lo referente a los efectos producidos por el clenbuterol, no ocurre lo mismo con respecto
a los diferentes mecanismos porlos que sonllevadas a cabo dichas acciones, pudiendo afirmar
que todavía no son bien conocidos. Mientras que sus propiedades farmacológicas justifican de
una manera clara y evidente su aplicación en Terapéutica, tanto Humana como Veterinaria, no
sucede igual con respecto al papel que desempefian en el conjunto de procesos implicados en
las distintas fases del metabolismo.
Podríamos comprender mejor el mecanismo de acción del clenbuterol, si estudiamos,
por separado, los complejos fenómenos que se desarrollan para llevar a cabo su actividad. Así
estructuraríamos la llincionalidad de este 13-agonista en dos vertientes claramente definidas:
a.- Activación de los receptores adrenérgicos
b.- Activación del metabolismo:
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- Lípidos
- Prótidos
- Glúcidos
Por último, nos centraremos, en las repercusiones que todos estos fenómenos tienen
lugar a nivel de dos tejidos, cuya consideración es imprescindible, a la hora de evaluar su
efectividad:
c.- Tejido muscular
d.- Tejido adiposo
a.- Activación de los receptores adrenérgicos
Los 13-agonistas son los responsables de los efectos lipolitico e inotrópico positivos, al
actuar sobre los receptores ~ y de laestimulación de la glucogenolisis y de la relajación de los
músculos lisos, bronquios, vasos sanguíneos, vías génitourinarias y gastrointestinales cuando
lo hacen sobre los receptores ~~2•
La selectividad tisular por el incremento de potasio, como respuesta a los agonistas
adrenérgicos, es de especial interés ya que los tratamientos prolongados con agonistas del tipo
~ como es el caso del clenbuterol, producenun incremento de los depósitos proteicos en la
musculatura esquelética, pero no en otros órganos o en otros tejidos. Es evidente que el
tratamiento con clenbuterol incrementa la síntesis proteica muscular y disminuye la degradación
proteica también a nivel muscular (Cardoso y Stock, 1998), pero los mecanismos de unión que
estimulan los receptores 13-adrenérgicos para cualquiera de estos procesos son por el momento,
desconocidos (Mersmann, 1998). Se ha sugerido la existencia de una vía humoral
intermediaria, pero también ha sido completamente descartada, aceptándose como la más
probable, la estimulación directa sobre el músculo esquelético, que es el tejido efector. Esto
sugiere que los post-receptores de la musculatura esquelética, difieren de los receptores 13 en
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otros tejidos o que el clenbuterol activa un receptor atípico ligado al recambio proteico que
sólo aparece en musculatura esquelética. Sin embargo, ya que el músculo esquelético juega un
papel dominante en la respuesta de hipokalemia a los agonistas ~ selectivos, es posible que los
efectos selectivos del clenbuterol y de otros agentes similares en el incremento proteico de la
musculatura esquelética, tengan algo que ver con la activación de la Na-K-ATPasa y los
posteriores cambios del sodio y potasio intracelulares (Cartaña y Stock, 1995).
La autorregulación de los receptores ‘~2 adrenérgicos, durante el tratamiento
prolongado con clenbuterol, es la responsable de atenuar y limitar la respuesta trófica del
músculo esquelético. Ciertos autores (Cartaña el aL, 1994) afirman que este proceso tiene
lugar entre los días 10 y 15 de su administración aunque el contenido de glucógeno del
músculo, que es indicativo de una glucogenolisis 132 mediada, se reduce significativamente
después de 10 días de alimentación con clenbuterol, sin que ello suponga la existencia de
alteraciones funcionales por parte de los receptores responsables.
Es probable que el clenbuterol, al igual que isoprenalina y epinefrina, estimulen los
receptores beta musculares, incrementándose por ello la actividad de la adenilato-ciclasa con
la consiguiente elevación de la concentración de AMPc. El incremento del AMPc podría
activar laproteina-quinasa, AMPe-dependiente, produciéndose alteraciones en la fosforilación
realizada por la glucógeno sintetasa y fosforilasa, de tal manera que se ve acelerada la
glucogenolisis y desciende la síntesis de glucógeno resultante (MacLennan y Edwards, 1989).
b.- Activación del metabolismo
Sobre el metabolismo, como mencionábamos anteriormente, podríamos establecer
distintos apartados:
1.- Glúcidos
Mediante la desintegración a nivel hepático de los depósitos de glucógeno por
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activación de la fosfatasa, dando lugar a una glucogenolisis rápida en el tejido muscular, a
través de la degradación del glucógeno a glucosay de ésta a ácido láctico.
El tratamiento con clenbuterol, aparentemente, fuerza al organismo, para seleccionar
los precursores gluconeogénicos a partir de otros recursos, que no sea el propio músculo,
obteniéndolos, posiblemente a partir de los depósitos grasos (Chance et aL, 1991).
2.- Grasas
He aquí la mayordificultad a la hora de establecer criterios comunes, ya que sus efectos
son dificiles de definir, puesto que:
(Z> Por una parte actúa indirectamente en la deposición de la grasa al
aumentar el índice metabólico y el gasto energético.
Ex> Parte de la energía ingerida se disipa con la termogénesis con lo que se
evita la formación de grasas (Pessin e al., 1983).
4> Se produce un aumento de la lipolisis, que se puede medir por la
liberación de glicerol (se elevan los lipidos totales y triglicéridos en
sangre) y una disminuciónde la lipogénesis.
La importancia relativa de estos efectos es dificil de cuantificar ya que se producen
variacíones notables según se trate de pruebas ¡ti vivo o ¡ti vitro, dosis, especie animaly vía de
administración de dicho agonista (Peterla y Scanes, 1990).
3.- Proteínas
Aunque el clenbuterol produce un aumento de la masa muscular y el contenido
proteico, no está lo suficientemente demostrado si ello es debido a un incremento de la síntesis
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proteica o a una disminución en su degradación. Ciertos autores (Emery el aL, 1984; Quirke
el al., 1986; Williams, 1987) han observado que el incremento de la masa muscular se produce
por incrementar la síntesis proteica. En otros casos, no se ha hallado este efecto en músculos
como, gastronemios, sóleos, plantares y extensor largo del pie (EDL). De aquí dedujeron que
la respuesta anabólica se debía al descenso de la degradación proteica y no al incremento de
su síntesis.
Estudios realizados ¡ti vitro (Chance el aL, 1991) demuestran que se produce un
descenso de la concentración muscular y de la liberación de 3-metilbistidina de los músculos
de rata tratadas con clenbuterol y privadas de comida. Estos resultados sugieren que la
degradaciónproteica de las miofibrillas se reduce específicamente, después del tratamiento de
ratas sometidas a situaciones donde se produce un elevado catabolismo. Esta reducción en la
degradación de actina y miosina puede ser la causa principal del ahorro muscular observado.
Otros autores (Stanton el aL, 1969; Deshaies el aL, 1981; Rothwell el aL, 1987) han
informado acerca de una inhibición (mediada por los receptores 13) de los aminoácidos (alanina
y glutamina) liberados del músculo esquelético, incubado ¡ti vitro, y puede que ésto sea debido
al incremento de la síntesis proteica o a la disminución de la proteolisis, o quizá a la acción
conjunta de ambos procesos.
In vivo, el efecto más espectacular y persistente que se ha observado es un considerable
aumento en la retención de nitrógeno, que se detecta cuantificando la excreción de creatinina.
Ésto se observa en las fibras con menor metabolismo oxidativo, mientras que en piel, intestino
y otros órganos internos se produce el fenómeno contrario. Estos hechos han sido confirmados
en rata, donde se ha visto que se produce un estímulo de la síntesis proteica (Emery el aL,
1984). Algunos autores atribuyen el crecimiento muscular a la disminución de la tasa de
nitrógeno ureico en sangre (BUN), lo que es sugestivo de una reducción del catabolismo
proteico (Martineau el aL, 1993).
Los incrementos metabólicos, originados como consecuencia de la degradación
proteica, han sido observados cuando se alcanza el crecimiento después de estados de
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malnutrición y durante la hipertrotia muscular inducida por el estiramiento (Emery et al.,
1984).
El clenbuterol no es una sustancia que lleve emparejada la retención de líquidos, al
menos en la musculatura de rata y por ello no es probable que ejerza un efecto de
mineralocorticoide a ese niveL Elcleubuterol, aparentemente, fracasa, a la hora de incrementar
elmetabolismo oxidativo sobre ciertos sustratos ¡n v¡tro, lo cual, puede ser atribuido a varios
factores que incluyen no sólo pequeñas diferencias en la estructura molecular, sino también,
la especie, vía de administración y, posiblemente, el que existan vías metabólicas distintas
comparadas con las de los humanos (Re el aL, 1993).
c.- Mecanismo de acción a nivel muscular
Tras laadministración de agonistas 13-adrenérgicos se produce una intensahipertrofia
muscular, sobre todo a nivel de los cuartos traseros, mas por hipertrofla que por hiperplasia
de las fibras (Sanz Pérez, 1995). Se ha comprobado que el clenbuterol estimula la hipertrofia
de las fibras en los músculos sóleos de rata neurectomizada. La respuesta del crecimiento
muscular, producidapor el clenbuterol, no muestra especificidad por el tipo de fibra muscular
(contracción lenta, rápida o mixta) sobre la que ejerza su acción (McEliigott el al., 1987).
Del mismo modo, no todos los músculos seven igualmente afretados, correspondiendo
el efecto más notorio a los gastronemios, cuyo incremento va asociado a un incremento de la
smtesis proteica (Choo el al, 1992) mediante un marcado aumento de la concentración de
AMIP cíclico a este nivel (Moore eta!, 1994).
En general, podemos decir que este fenómeno se produce por la alteración de varios
procesos implicados en el control delmetabolismo proteico en el músculo. Aquí juega un papel
importantísimo el transpone de calcio, a través de la membrana plasmática, mediante los
canales de calcio. La concentración de éste está estrechamente ligada, tanto a la degradación
muscular proteica como alpropio papel que juega en la síntesis proteica (Reeds el aL, 1993).
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Por otra parte, el calcio está íntimamente relacionado con la regulación de los elementos
contráctiles de la musculatura esquelética, estimulando la actividad de la bomba sodio-potasio.
El efecto del recambio proteico, puede ser directo, cuando los 13-agonistas se ligan
directamente a los receptores de membrana musculares y activan una serie de procesos que
conducen al incremento de proteínas o indirecto, cuando éstos no activan los receptores, sino
que dirigen la producción de hormonas o de otros factores que entonces actuarían sobre el
músculo o propiciando la estimulación del incremento de proteínas.
* Mecanismos directos:
Se refieren al recambio proteico, en fUnción del aumento de la síntesis proteica y
disminución de la degradación, y a la contractilidad muscular que, representa uno de los
factores fisiológicos que más potentemente influyen sobre el desarrollo de la masa muscular.
Estábien documentado el hecho de que los 13 agonistas alteran las propiedades contráctiles del
músculo (Mantle el aL, 1992). La reducción de la contracciónmuscular, independientemente
de la causa, provoca un rápido desgaste muscular (Mac Lennany Edwards, 1989).
* Mecanismos indirectos:
Son los que afectan al recambio proteico mediante la actuación de ciertas hormonas
(insulina, hormonadel crecimiento, tiroxina, esteroidesgonadales o glucocorticoides), enzimas
e incluso variaciones del fluido vascular y las alteraciones a las que pueden verse sometidas tras
los tratamientos con clenbuterol.
4 Insulina:
Es de sobra conocido (Jefferson el aL, 1974) elpapel detenninante que desempeña esta
hormona sobre el recambio proteico, debido al efecto directo que ejerce sobre la regulación
de los niveles de aminoácidos circulantes.
29
Mecanismo de acción del clenhuterol Introducción
Las acciones de la insulina se pueden resumir de la siguiente forma:
Incrementa el transporte de glucosa en músculos y adipocitos.
Provoca la lipogénesis y almacenamiento en el adipocito, de ácidos
grasos procedentes de los quilonilerones y lipoproteinas, por acción de
la lipoproteína-lipasa.
Favorece la síntesis de glucógeno, por activación de la glucógeno-
sintetasa e inactivación simultánea de la fosforilasa (Gobema, 1992).
Sobre ]a vía glucolítica activa la fosfofructoquinasa, la piruvato-quinasa
y la piruvato-deshidrogenasa.
Interviene en el crecimiento celular inhibiendo la proteolisis, sobre todo
a nivel muscular.
Como hormona anabolizante, la insulina da lugar a potentes efectos sobre el
metabolismo proteico muscular, tiene una mayor influencia iii vftro sobre la lipogénesis de los
animales no rumiantes, sin embargo, numerosos estudios han indicado que el papel de la
insulina en cuanto a la regulaciónde la lipogénesis, en tejido adiposo bovino, es insignificante
(Priory Smith, 1983), ya que, según elgrado de maduración de los depósitos de tejido adiposo
puede variar la sensibilidad del tejido a la insulina, un tejido adiposo menos maduro, como el
tejido adiposo intramuscular, podría tener una mayorrespuesta a la insulina en periodos cortos
de incubación y/o en cultivos de tejido durante largo tiempo (Miller eí al., 1989).
En ratas, mediante tratamientos agudos con 13-agonistas, se estimula la liberación de
insulina por parte de las células 13 pancreáticas teniendo lugar este fenómeno en las primeras
fases del tratamiento (Morgan, 1990). Por el contrario tras la administración crónica disminuye
laproducción de insulina ono ejerce ninguna influencia (Emery el al., 1984).
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Se ha comprobado que el crecimiento muscular está estimulado por 13-agonistas en
ratas diabéticas per se y en otras a las que yatrogénicamente se les provoca la enfermedad
(McElligot el al., 1987).
El número de receptores insulínicos de los adipocitos de los roedores desciende en
presencia de agentes que incrementan la concentración intracelular de AMP cíclico (Lin y Mills
1989), cuya hidrólisis activa la triglicérido-lipasa y se produce la liberación de los ácidos grasos
libres. Este mecanismo es inhibido por la insulina, pero lo que no está muy claro es si esta
hormona estimula la actividad de la fosfodiesterasa o deprime la actividad de la adenilato-
ciclasa o afecta a ambos procesos (Fiems, 1987).
Otro aspecto, a tener en cuenta, es la disparidad existente entre el ejercicio y el
tratamiento con clenbuterol, con respecto a la estimulación del transporte de glucosa inducido
porla insulina. Existe una estrecha relación entre el transporte de ésta y la capacidad oxidativa
de la musculatura esquelética. Estudios practicados en ratas Zucker han demostrado que el
ejercicio crónico incrementa este tipo de transporte, únicamente en los músculos en los que se
produce un incremento de las enzimas oxidativas (citrato sintetasa y citocromo oxidasa). El
tratamiento crónico con clenbuterol da lugar a una reducción en la degradación proteica
miofibrilar (Torgan el al., 1993).
» Otras hormonas, como las hipofisarias, jueganun papel fUndamental en la regulación
del crecimiento normal La honnona del crecimiento aumenta sus niveles en ovejas, mientras
que en ratas tratadas con clenbuterol no se observan cambios (Kim y Kim, 1997).
** La tiroxina es indispensable para un crecimiento normal, aunque a elevadas
concentraciones es catabólica. Tras el tratamiento con beta-agonistas aumentan los niveles
plasmáticos de T4 circulante.
Estudios realizados en ratas Wistar (Katsumata el al, 1991) hacen sospechar que los
efectos del clenbuterol sobre la alteración de la composición corporal, en cuanto a contenido
31
Mecanismo de acción del clenhuterol Introducción
graso y proteico se refiere, pueden variar, según el nivel de actividad tiroidea del animal. Así,
en ratas eutiroideas, el clenbuterol se muestracomo un agente de reparto, hecho que no sucede
cuando se administra el 13-agonistaa ratashipotiroideas, en cuyo caso ni aumenta el contenido
proteico, ni disminuye la fracción de grasa corporal.
fi> (flucocorticoides
En algunos roedores, tales como hamsters, cobaya y gerbillos, al igual que el hombre,
el principal glucocorticoide secretado es el cortisol, mientras que en otros, como la rata y el
ratón, es la corticosterona (Brien y Bannigan, 1986). Los trabajos de Conley y Bird (1997),
en donde se hace referencia a las diferentes rutas metabólicas de la esteroidogénesis adrenal
en distintas especies, indican que la rata produce una mayor cantidad de corticosterona debido
a un déficit de la enzima c-P450-l 7a hidroxilasa-20 liasa, responsable de la transfonnación de
pregnenolona en cortisol.
La síntesis y secreción de corticoides se encuentra bajo el control de la hormona
adreno-corticotrópica (ACTH), hormona hipofisaria que se libera como respuesta al factor
liberador corticotrófico hipotalámico (CRE). En primer lugar, la ACTH incrementa el aporte
sanguíneo adrenal, y posteriormente la esteroidogénesis y secreción de la mayoría de los
esteroides adrenales (Woodman, 1997).
En la circulación periférica, los corticoides se encuentran de tres maneras:
- ligados a una proteína especifica, transcortina o CBG (globulina
portadora de cortisol)
- ligados a la albúmina
- libres, o ligados a sustancias no proteicas
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En cuanto a sus túnciones, al mismo tiempo que se encargan de regular el metabolismo
de glúcidos, proteínas y grasa, intervienen de una manera fUndamental, en dotar al organismo
de una mayor capacidad de reacción frente al estrés (De Paolo y Masoro, 1989).
Los glucocorticoides regulan el número de receptores 13-agonistas y la sensibilidad
muscular y a altas concentraciones, producen un fUerte desgaste muscular. Para ciertos
autores, las concentraciones plasmáticas de corticoides no se ven alteradas, ni en corderos ni
en ratas, tras el tratamiento con clenbuterol (Choo el al., 1992). Otros, han comprobado
mediante estudios realizados en hembras Wistar de un año de edad (Sillence el aL, 1995), que
cuanto menor sea la dosis de clenbuterol, las concentraciones de corticoides (cortisol y
corticosterona), aumentan.
4 Hormonas gonadales esteroides, tampoco están involucradas en los mecanismos
de hipertrofia muscular inducidos por los 13-agonistas, como lo demuestra el hecho de que
éstos son igualmente efectivos en machos o hembras, o en animales castrados e hipofisecto-
mizados (Haynes, 1994).
Sobre aparato genital, el clenbuterol eleva las concentraciones de los receptores de
estrógenos y progesterona, lo que conileva la aparición de lesiones orgánicas, que nos hacen
pensar seriamente en una disminución de la flmncionalidad ovárica (Peterla y Scanes, 1990;
Cerruti Sola el aL, 1996).
.+ El flujo sanguíneo también se ve incrementado por la acción de los beta agonistas
debido alefecto de vasodilatación periférica por ellos ejercido. Como también aumenta a nivel
muscular, el crecimiento, asimismo, se verá favorecido. Pero, como este efecto es temporal ya
que va descendiendo paulatinamente, es poco probable que el clenbuterol, al igual que el resto
de los 13-agonistas ejerzan un efecto sobre el crecimiento muscular, sólo por una alteración del
flujo sanguíneo (Yang y McElligot, 1989).
e.> En cuanto a la influencia que ejercen las distintas enzimas, los estudios realizados
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por McElligot el al. (1989) sobreel efecto que produce en el crecimiento de lamasa muscular,
la administración continua o intermitente de beta-agonistas, como el clenbuterol, ponen de
manifiesto que se produce un incremento en el tamaño de la masa muscular y los índices de
recambio proteico se ven forzosamente alterados, aunque es realmente difícil establecer si los
niveles de proteínas experimentan variaciones, bien por el aumento de su síntesis o por la
disminución de su degradación.
La actividad enzimática, a nivel muscular, nos muestra un conjunto de enzimas
proteoliticas (proteinasas y peptidasas ácidas, neutras y alcalinas), responsables de varios
estadios de la degradación proteica en cascada. Nos referimos, entre otras, a las catepsinas D
y B y a la NADG (N-acetilglucosaminidasa), que degradan las proteínas de las miofibrillas
(Petrou et aL, 1995).
El incremento de la masa muscular observado en roedores, tanto inervados como
denervados, tras el tratamiento con clenbuterol, no es el resultado de grandes cambios de la
actividadde dichas proteasas ni tampoco obedece a espectaculares alteraciones de los niveles
de las proteínas estructurales musculares (Mantle el al., 1992). Las alteraciones concomitantes
de la catepsina B muscular y el crecimiento del músculo podrían indicarnos que esta enzima
colaboraría en el crecimiento estimulado por los beta agonistas (McElligot et aL, 1989).
d.- Mecanismo de actuación en tejido adiposo
La mejora de la composición de la canal producida por el clenbuterol, es en parte
debida a su actividad beta-agonista, ya que como es bien sabido se produce una estimulación
de la lipolisis de las reservas del tejido adiposo, un incremento de la termogénesis de la grasa
parda, un descenso del nivel de degradación proteica y, en algunas circustancias, se manifiestan
muy claramente los efectos anabólicos proteicos.
El tejido adiposo pardo juega un papel importantísimo en la termogénesis inducida
tanto porla dieta, como por el frío en roedores. Morfológica y flmcionalmente la grasa parda
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y la amarilla (blanca) son diferentes. La parda está más vascularizada y posee una mayor
inervación simpática (Challis et al., 1988).
Los adipocitos pardos, se caracterizan por la presencia de termogenina en la propia
membrana de las mitocondrias. La termogenina es una proteína específica desligante, que
constituye la únicavía conductora de protones que permite la reentrada de éstos en la matriz
mitocondrial, sin acoplarse a lasíntesis de ATP. De este modo, la respiración y la producción
de calor puede producirse sin reservas y no está limitada por los requerimientos de ATP (Fain
y Gracia Sáinz, 1983). La unión del guanidíndifostúto (GDP) a esta proteína mitocondrial
mdica el índice del estado termogénico de la grasa parda. El tratamiento con clenbuterol
origina un rápido incremento de los puntos de unión del GDP mitocondrial.
Tanto la estimulación a ó 13 adrenérgicas pueden aumentar la respuesta termogénica
a nivel de la grasa parda, pero los receptores a desempeñan un papel de menor importancia
(Young eta!, 1984).
Los ácidos grasos libres, liberados en el curso de la lipolisis, son capaces de actuar
directamente sobre la termogenina; ello induce la transcripción de un gen de dicha proteína
dando lugar así a una neosíntesis de proteína que se introduce en la membrana interna de las
mitocondrias del tejido adiposo pardo (Ricquier et aL, 1986; Yang y Mc Elligot, 1989).
Esta estimulación crónica provoca un incremento de las reservas energéticas a la vez
que una reducción de tejido adiposo blanco. En el caso de la rata, que cuando es adulta posee
un tejido adiposo pardo bien desarrollado, el clenbuterol ejerce un efecto equivalente al
producido por un ~ agonista como el prenalterol. En esta especie, el efecto lipomovilizador
y tennogénico puede explicar, en parte, la reducción de la masa grasa, sin que ello impida el
efecto del clenbuterol sobre el crecimiento muscular (Lafontan et al., 1988). También provoca
una reducción de la extensión del tejido adiposo blanco, asociado a un aumento del tejido
adiposo pardo intercapsular, aunque estos efectos, son variables según la estirpe de rata
utilizada (Berne el aL, 1985).
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En cuanto a otras especies, los depósitos adiposos disminuyen en más de un 10% en
bovinos y ovinos, llegando a alcanzar hasta el 30-40% en ciertos casos (Liu y Mills, 1989).
Thorthon el al. (1985) demostraron que el clenbuterol posee una actividad lipolitica en
adipocitos aislados de cordero, al mismo tiempo que se produce una modificación de la grasa
de cobertura perdiendo ácidos grasos libres: palmítico (23-26%), esteárico (67%) y oleico
(63%) (Lafontan eta!, 1988).
Estudios experimentales, realizados en ratas, han demostrado que se produce un
incremento del metabolismo de las grasas, que puede serdebido a una elevación de la actividad
de la lipoproteína lipasa (LPL) en el músculo y la utilización preferente de los ácidos grasos
por el músculo como recurso energético, tras el tratamiento con 13-agonistas (Chance el aL,
1991). La lipoproteina lipasa cataliza la hidrólisis de los triglicéridos, formando ácidos grasos
libres. En larata, estaenzima se localiza preferentemente en corazón y tejido adiposo, mientras
que en el hígado se encuentra en estado inactivo. La heparina está considerada como un
activador especifico del grupo prostético de la lipoproteina lipasa. Su destrucción, a nivel
hepático por la heparmnasa, puede justificar la inactivación de la lipoproteina lipasa en hígado
(Felts y Mayes, 1967). Estudios realizados sobre el metabolismo de quioniicrones o
triglicéridos, en hígados perifmndidos, demuestran que la activación de la LPL por la heparina
tiene como consecuenciaunos elevados índices de oxidación, siendo altamente probable que
la grasa formada sea utilizada rápidamente por el hígado debido a la hidrólisis de los
triglicéridos en ácidos grasos (Felts el al., 1967).
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HíGADO, CLENRUTEROL Y METABOLISMO
Un punto directamente relacionado con el metabolismo en general y sobre el que
debemos centrar muy especia]mente nuestra atención, ya que es uno de los principales órganos
donde se produce el mayor acúmulo de clenbuterol, es el estudio del hígado tanto estructural
como flincionalmente.
Macroscópicamente, el hígado de la rata está formado por cuatro lóbulos mayores
(mediano, lateral derecho, lateral izquierdo y caudal o accesorio) (Kohn y Barthold, 1984).
Desde el punto de vista histológico, es un tejido heterogéneo, en el que el 65% de las
células son hepatocitos y el 35% restante estáconstituido por células no parenquimatosas, que
representan el 10% de la masa hepática (células endoteliales, de Kuppfer, de Ito y en hoyo o
“pit cells’». El estroma, está constituido por espacios porta, sinusoides, células sinusoidales y
vénulas hepáticas terminales o centrolobulillares (Ortega e Ispizua, 1993).
Estructuralmente, se puede contemplar desde dos puntos de vista: morfológica y
flincionalinente.
Con respecto a la morfología, nos referimos a los lobulillos clásicos en el que tabiques
conectivos tinos unen los espacios porta entre si, delimitando zonas de parénquima
hexagonales y en cuyo centro, se sitúa una vena central.
Desde el punto de vista funcional, los distintos autores hablan del acino hepático,
constituido por una arteriola hepática terminal, vénula portal terminal, uno o más conductos
biliares y fibras nerviosas (Poo el aL, 1992). En los sinusoides hepáticos destaca lapresencia
de receptores 132-adrenérgicos, que juegan un papel túndamental en la microcirculación
hepática.
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En larata, se ha demostrado la existencia de receptores ‘~2, en los sinusoides hepáticos
que juegan un papel ti.mdamental, en lo que a la microcirculación hepática de esta especie se
refiere (Poo el al?, 1992). Los efectos metabólicos están relacionados con la concentración
tisular de AMP-c. A nivel hepático, en la rata, la conversión de ATP en AMIP-c se produce de
forma acelerada, igual que la activación enzimática, fUndamentalmente, por parte de las
fosforilasas, que catalizan la transformación de glucógeno en glucosa, aunque la mayoría de
los autores coinciden en que la liberación de glucosa no se ve alterada por los tratamientos con
clenbuterol. Estudios realizados con ratas, sometidas a entrenamiento fisico o en ayunas
(Davidson el al?, 1993), han puesto de manifiesto que el tratamiento con clcnbuterol no parece
modificar la liberación de glucosa por parte del hígado, sicndo sus principales órganos
efectores, en este caso, la musculatura esquelética o el tejido adiposo.
Bonen el al?, (1986) sostienen que los niveles de glucosa se elevan, en el
entrenamiento, como resultado de la activación de los receptores musculares, pero no
hepáticos, en ratas tratadas con clenbuterol, lo que se ve acompafíado de un aumento de los
niveles de insulina, pero dependicndo del tipo de músculo afectado.
Mientras que en los roedores (Torgan el al., 1993) los efectos del clenbuterol sobre la
liberación de glucosa no están suficiente claros, en otras especies como el ganado vacuno, si
se ha comprobado que en los animales tratados se produce un incremento de dichos niveles
(Bruckmaier y Blum, 1992).
Por lo que respecta al metabolismo proteico, estudios realizados en ratas, sometidas
a restriceción de comida y tratadas con clenbuterol (Cardoso y Stock, 1996), han demostrado
que se produce un incremento de la concentración de proteínas hepáticas.
El posible grado de hepatotoxicidad que pueda representar la utilización del
clenbuterol, a dosis superiores a las terapeúticas, es nulo en roedores (Roberts el al?, 1994),
como lo demuestran los estudios histológicos y ultraestructurales realizados hasta el presente.
En otras especies como las aves (Brambilla el aL, 1994) se ha observado hepatomegalia, quizá
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debido a la acción metabólica del clenbuterol.
GLUCOCORTICOIDES DE SÍNTESIS: DEXAMETASONA
* Generalidades
Los glucocorticoides sintéticos presentan tres características fUndamentales:
Máxima capacidad antiinflamatoria y mínima capacidad de retención de sodio.
Menor capacidad de unión a las proteínas plasmáticas, permitiendo de esta
manera su mejor distribución tisular, y una elevada afinidad por los receptores
esteroides.
« Alteración del eje hipotálamo-hipofisario-adrenal (HIJA) provocando la
supresión de la secreción de CRH y ACTH. Estudios realizados en ratas han
puesto de manifiesto que si las concentraciones de ACTH disminuyen, durante
un espacio prolongado de tiempo, las células de la corteza adrenal se atrofian
y la respuesta del eje HITA, disminuye progresivamente (Fernández y Sainz,
1997).
* Estructura
Los glucocorticoides de síntesis se originan partiendo de la estructura básica de un
glucocorticoide, que constade 21 átomos de carbono en distribución pregnano, doble enlace
C4=C5 y un oxigeno en los carbonos 3, 11 y 20. Mediante ligeras modificaciones en dicha
estructura (presencia de grupos cetónicos, dobles enlaces o átomos halogenados en ciertas
posiciones) se originan los glucocorticoides de síntesis que suponen grandes diferencias con
respecto a la tbrmacocinética, farmacodinámica y afinidad por los receptores de los
corticosteroides (Behrend y Kemppaínen, 1997).
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Atraviesa ilicilmente las barreras placentaria y hematoencefálica y se metaboliza mucho
más lentamente que el cortisol debido al radical flúor presente en el carbono 9 de su molécula.
Se acumula entre las 12 y 36 horas en los órganos metabolizadores y excretores en frmnción de
su vidamedia biológica, que varía entre 36 y 72 horas (Ballarin el al., 1995).
En cuanto a su unión con las proteínas plasmáticas, al igual que el resto de los
glucocorticoides, se une en distinta proporción a la albúmina (15%) y la transcortina o CBG
(45%), mientras que otra fracción restante, la verdaderamente activa, es vehiculada de forma
libre en el plasma (40%), cuya vida media plasmática es de 200-300 minutos.
* Metabolismo
Es hepático, por sulfo y glucuronoconjugación.
* Eliminación
Renal (orina en un 70%) y hepática (bilis, en un 3 0%).
ACCIONES PRINCIPALES DE LA DEXAMETASONA
‘~ Es un potente antiinflamatorio debido a la supresión de las respuestas
inflamatorias.
a Bloquca la sensibilización de los linfocitos y las manifestaciones de
hipersensibilidad mediadas por las células (Jiang el al., 1996).
a Balance de nitrógeno negativo.
er Inhibición de la absorción gastrointestinal de calcio y la función de los
osteoclastos, llegando a retardar e impedir el crecimiento del cartílago
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epifisario.
a Carácter hiperglucemiante, aumentando la glucogenogénesis y la
gluconeogénesis.
a A nivel hepático, estimula la formación de glucógeno y glucosa.
a A nivel muscular y del tejido linfoide, inhibe la síntesis proteica y activa la
proteolisis.
ir Sobre el tejido adiposo, favorece la acción lipolitica de la epinefrmna y OH. De
este modo, utiliza los ácidos grasos libres y el glicerol liberado, como sustratos
para la formación de glucosa.
nr Junto con la epinefrina y el glucagón, previene del exceso de la acción
hipoglucenuante de la insulina, prolongando varias horas el aumento de la
glucemia producido por ellos.
ir En condiciones de ayuno, potencia y aumenta la duración del incremento de la
glucemia, producido por el glucagón, epinefrmna y OH, mientras que acentúa
la movilización proteica, evitando la hipoglucemia y permitiendo el suministro
de glucosa al Sistema Nervioso, hasta que el organismo se adapta al ayuno y
comienza a utilizar los cuerpos cetónicos, como fUente de energía (López
Calderón, 1992).
a Con respecto a la función endocrina (Behrend y Kemppainen, 1997) no
perteneciente al eje hipotálamo-hipofisario-adrenal, la dexametasona produce
los siguientes efectos:
Reducción de la secreción de la hormona del crecimiento.
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A nivel gonadal, en machos, inhibe la LH y la testosterona,
mientras que en hembras da lugar a anestros prolongados. En
ambos casos, conduce a fallos en la reproducción e incluso
infertilidad.
Tiroides: es la glándula donde se han realizado los estudios
clínicos más relevantes, demostrando que a elevadas dosis, no
estiniula la TSH-RE, mientras que la respuesta a la TSH
disminuye.
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CLENBUTEROL ASOCIADO A DEXAMETASONA
El clenbuterol también puede administrarse asociado a otras sustancias que, aún sin
conwortarse como tales promotores del crecimiento, modifican, en cierta medida, los efectos
de aquellos. Es lo que se conoce habitualmente como “borradores”, ya que impiden la
detección de aquellos productos utilizados fraudulentamente. Uno de ellos es la dexametasona
que, junto con la betametasona, constituyen uno de los grupos de corticoides de síntesis más
importantes.
Existe muy poca información bibliográfica acerca de los efectos que los tratamientos
combinados de estas dos sustancias producen en las distintas especies, aunque en la gran
mayoría de los casos suutilización se basa en los efectos terapéuticos que tanto el clenbuterol
como la dexametasona poseen. Así citaremos como ejemplos:
V Potencial efecto terapéutico sobre la enfermedad de Alzheimer (Emmet et al.,
1997), al estimular la liberación del factor endógeno de crecimiento nervioso
(NOF), que previene la degeneración neuronal del Sistema Nervioso Central,
ya que este factor es incapaz de atravesar la barrera hematoencetálica.
Sobre los estados anabólicos y catabólicos de las diferentes vías proteolíticas
a nivel muscular. Mientras que el clenbuterol reduce la degradación proteica
total, y la degradación proteica miofibrilar, la dexametasona no produce ningún
efecto, actuando de este modo de forma compensatoria, frente a la interacción
de hormonas (anabólicas y catabólicas) del organismo (Fernández y Sainz,
1997).
g Distúnción diafragmática. Estudios realizados en conejos han demostrado que
mientras que ladexametasona produce una disminución de la contractilidad del
diafragma, el clenbuterol produce bipertrofia del diafragma y disminuye ¡a
atrofia inducida por la dexametasona (Jiang a’ aL, 1996).
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st El tratamiento más efectivo en la enfermedad obstructiva crónica de los
caballos se consigue con la administración de dexametasona sistémica y
clenbuterol (Mair, 1996).
Efectos beneficiosos sobre la atrofia muscular inducida por la utilización de
glucorticodies, ya que el clenbuterol antagoniza el efecto catabólico de la
dexametasona sobre la musculatura esquelética (Agbenyega y Wareham, 1992).
Tanto el clenbuterol como la dexametasona son derivados de síntesis cuyas acciones
están profUndamente ligadas al Sistema Adrenérgico. Administrados conjuntamente tienen
ciertos efectos “permisivos” sobre otros sistemas, como por ejemplo, con respecto a la
gluconeogénesis, para lo cual es necesaria la presencia de glucocorticoides, o sobre la lipolisis,
que está mediada por las catecolaminas (Goberna, 1992). Esta interdependencia, favorecida
porel empleo de corticoides, puede tenercierta influencia a la hora de potenciar o enmascarar
ciertos efectos producidos por parte de los dos compuestos y que távorezcan una utilización
ilegal e indiscriminada del clenbuterol como agente anabolizante.
49
MATERIAL Y MÉTODOS
Animales Material y Métodos
Animales.-
Hemos de comenzar diciendo que los animales utilizados en nuestro estudio, frieron
obtenidos mediante el establecimiento de distintos cruces, realizados en el Pabellón de Animales
de Experimentación (N0 de Registro Oficial EX-O 1 1-U) del Departamento de Fisiología Animal
de laFacultad de Veterinaria de laU.C.M. Los animales reproductores procedían de Harlan, U.K.
Limited y pertenecían a la estirpe Long-Evans (LE/CppHsd), con su correspondiente certificado
de Salud Animal de acuerdo con al articulo 4 de la Directiva 92/65 del Consejo de la Unión
Europea, siendo Harlan Ibérica S.A. el proveedor de los mismos.
Los animales fueron seleccionados por pesos y edades y mantenidos en las mismas
condiciones de alojamiento y alimentación.
En cuanto a su distribución, se alojaron cinco animales porjaula; éstas son de poliestireno,
de unas dimensiones de 25x40x1 5 cm, siendo alimentados a base de pienso en forma de pellets
y agua, ambos att libilum.
El pienso utilizado fue suministrado por Interfauna Ibérica S.A., cuya composición es a
base de forrajes, productos y subproductos de granos cereales, cereales, productos y
subproductos de semillas de oleaginosas, productos de pescado, minerales, pre-mezcía vitamínico
minera!, aceite y grasas. El análisis medio, reflejó la siguiente composición:
ve Proteína bruta %
ve Cenizas brutas %
y Celulosa bruta %
y’ Grasa bruta %
ve Cobre mg/kg
ve Vitamina A UI/kg
ve Vitamina D
3 U/kg
15,00
5,70
5,20
2,20
7,00 (sulfato cúprico heptahidratado)
12.000
14.00
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ve Vitamina E (mg/kg tocoferol) 60,00
Las condiciones de luz (ciclo 12/12), humedad relativa (50-55%), temperatura (20-220C)
y renovaciones de aire (10-15/h) de la habitación, fueron las mismas para todos los animales y a
lo largo de todo el periodo experimental.
Elnúmero total de ratas utilizadas, teniendo en cuenta que no hubo que desechar ningún
animal por cuestiones accidentales, como fallecimientos prematuros o presentación de estados
patológicos irreversibles, fue en total de 210. Se agruparon en lotes constituidos por cinco
animales (n=5) de acuerdo al siguiente esquema:
i~~’ Tratadas con Clenhuterol:
6 lotes de animales adultos y 10 lotes de animales impúberes, (n5), y sus
controles repartidos en 5 y 10 lotes respectivamente (n=5). El número
total de animales tratados tite 80 mientras que el número total de animales
control, 75.
ir Tratadas con la asociación Clenhulerol + Dexainetasona:
6 lotes de animales adultos tratados (n5) junto a 5 lotes de animales
controles (n=5). El número total de animales tratados, en este caso es de
30 y, el de los utilizados como control, 25.
Tanto en la manipulación como en el desarrollo del trabajo experimental se observaron,
con el máximo rigor, las medidas contempladas en la Legislación vigente, del R.D. 223/88
respecto a la Protección de los Animales de Experimentación y a la propia ética que nuestra
condición de investigadores nos compromete con respecto a evitar cualquier sufrimiento al animal
por leve que fUere o nos pareciere.
52
Experimentación Material y Métodos
Tratamiento.-
Los animales fueron sometidosa dos tipos de experimentos siguiendo el método descrito
por Choo et aL (1990). Todos los tratamientos se realizaron por vía oral (Morgan, 1990)
utilizando trócares rectos de 20 G x 11/2”. A cada animal tratado se le administró 1 ml de la
solución, que detallaremos a continuación, a primera hora de la mañana.
t Experimento A: mediante la administración diaria de clenhuterol a una dosis de
1 mg/Kg diluido en solución salina al 0,9%, durante 45 días,
siguiendo el procedimiento de otros autores como Chance et al.
(1991) y respetando posteriormente un periodo de retirada dc 20
días.
Para ello se emplearon dos grupos de animales: impúberes y adultos, agrupados en lotes
control y problema (1r5). Los pesos de los animales impúberes oscilaban en torno a los 90-100
g y los de los adultos entre 250-300 g.
Experimento E: mediante la administración diaria de la asociación de clenbuterol
y dexametasona. El clenhuterol a la misma dosis que en el caso
anterior y la dexametasona, (Decadrán, Merck Sharp Dome de
España) administrada 10 días antes de finalizar el tratamiento
mediante una única dosis de 0,1 mg/kg. por via subcutánea. La
duración tanto del tratamiento como del periodo de retirada, fije
la misma que en el ensayo A.
En este caso sólo sc emplearon animales adultos, con unos pesos medios de 250-300 g
y distribuidos en lotes problema y control (¡rS).
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Descripción de la fase experimental.-
Se realizó un primer pesaje, con una semana de antelación al comienzo del tratamiento,
para distribuir, con la mayor uniformidad posible, a los animales por lotes según cl peso.
Una vez iniciados los tratamientos, se pesaban los animales semanalmente y,
posteriormente, al cabo de 2 horas de la aplicación del tratamiento, anteriormente descrito, eran
tranquilizados y sedados, con la asociación de Ketanuina y Xylazina (0,5 ml/animal por vía
intramuscular) para llevar a cabo la recogida de sangre de lavena yugular según Feldman y Seeley
(1988), utilizando jeringas de 2 ml (Plastipak de BectonDikinson) y agujas de 25 0 (Microlance
3 de Becton Dickinson). El número total de tomas, incluyendo los periodos de supresión fue de
13.
Sacrificio y obtención de las muestras de los animales.-
Los días correspondientes a los sacrificios (0, 5, 10, 15 y 20 de la conclusión de los
distintos tratamientos) los animales fUeron anestesiados, con la asociación de Ketamina y
Xylazina, y se procedió a la obtención de sangre mediante punción cardiaca (Brien y Bannigan,
1986) utilizando jeringas deS ml (Plastipak de Becton Dickinson) y agujas de 25 0 0.5 x 16 mm
(Microlance 3, Becton Dickinson).
Una vez recogida la muestra, se llevaron a cabo los métodos de eutanasia, practicados
con todos los grupos, que consistieron en la tranquilización (U.S. Department of Health and
Human Services, 1985) a base de Ketaniina (Ketolar 50 mg, Parke Davis, Warner Lambed
Company, NJ USA) y Xylazina (Rompún, Bayer AG Leverkusen Alemania), según el método
descrito por Flecknell (1987), y posteriormente dislocación cervical (Feldman y Seeley, 1988).
La recogida de sangre, se realizó en tubos de vidrio de 12 ml de capacidad, previamente
heparmnizados (con heparmna al 10%, Rovi S.A.), con una concentración de 40gW sangre, y
posteriormente fUe sometida a centrifUgación durante 20 minutos, a 40(2 y 3.600 rpm (Minifuge
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RF Heracus). Una vez obtenido el plasina, las muestras fueron alicuotadas, identificadas y
conservadas, a ~300Cde temperatura, hasta que fUeron descongeladas para realizar las técnicas
analíticas de laboratorio oportunas.
Posteriormente a la recogida de sangre, se procedió a la hepatectomía total, pesaje de
órganos y recogida de una porción de los mismos conservada en formol al 10% y otra en
glutaraldehido al 3%, para llevar a cabo el estudio anatomopatológico a nivel de microscopia
óptica y electrónica respectivamente. Otra porción, fue recogida y congelada a ~30ÓC,para
determinar la concentración hepática de clenbuterol.
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ANÁLISIS HORMONALES
Las determinaciones de las concentraciones plasmáticas de las hormonas esteroides
progesterona, 1 713-estradiol, androstenodiona, cortisol y corticosterona fueron realizadas
mediante el método enzimoinmunoanalítico, ELISA de competición (Van Weemen y Schuurs,
1972; Munro y Stabenfeldt, 1984; Sauer el al., 1986; Van de Wiel y Koops, 1986; Marcus y
Durnford, 1986; Maurel et aL, 1986; Prakash et al., 1990), puesto a punto según el método
descrito por Silván (1991), en el Departamento de Fisiología Animal de la Facultad de Veterinaria
de la Universidad Complutense de Madrid ( Illera el aL, 1992; Illera et al., 1993a; Illera el aL,
1993b; Illera et aL, 1996; Blass et al., 1996 ; Blass, 1997; Illera et aL, 1997).
La determinación de las concentraciones, tanto plasmáticas como hepáticas, de clenbuterol
fUeron realizadas mediante ELISA de competición, puesto a punto según el método de Blass
(1997), también en el mismo Departamento.
La determmacion de las concentraciones de insulina, fUe realizada mediante la técnica
ELISA sandwich, mediante la utilización de un sistema automático en tubo (Boheringer
Mannheim Immunodiagnostics ES 22).
Determinación de progesterona, 1713-estradiol, androstenodiona, cortisol y
corticosterona mediante la técnica ELISA de competición.
Una vez obtenidos los anticuerpos y conjugados para desarrollar el método
enzimoinmunoanalítico, ELISA de competición, se realizó la puesta a punto del mismo que
consistió en
* Definición de materiales y reactivos empleados.
* Fijación de condiciones del ensayo: tiempos de incubación, temperaturade
realización de las distintas etapas del ensayo, tiempos de lavado y tapizado
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de las microplacas.
* Establecimiento de las diluciones óptimas de trabajo tanto del anticuerpo
como del conjugado para cada hormona.
* Construcción de la curva patrón con la ayuda de una serie de diluciones
estándar de cada hormona.
* Condiciones de ensayo
Siguiendo el criterio de Silván (1991), son las siguientes:
Fase sólida:
Se utilizan microplacas de poliestireno con 96 pocillos (Dynatech). Las
placas se sellan con adhesivos de acetato para placas (INC Biomedicais
Inc.).
Condiciones de incubación:
a.- Inmovilización del anticuerpo a la thse sólida: 16 horas a 40(2•
b.- Reacción dc competición: 2 horas.
Tiempos de lavado y tapizado:
a.- Lavados: de 5 a 10 segundos cada uno.
b.- Tapizado de las placas con la solución de conjugado: no debe ser
superior a 10 minutos ya que en caso contrario se pueden observar
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variaciones en los valores de absorbancia de las columnas
tapizadas en los últimos lugares.
Material
ti Placas ELISA de poliestireno dc 96 pocillos (Dynatech).
ti Selladores adhesivos de acetato para placas (ICN Biomedicals mc).
¿ Pipetas automáticas de 10-100 ~dy de 100-1000 gí (EppendorO.
ti Pipeta multicanal de ocho canales de 50-250 pi (Costar).
ti Agitador (Vórtex) Reax 2,000 (Heindolph).
ti Pipetas de cristal de doble enrase de 5 y 10 ml (Protón).
ti Parafllm (Amerian Can Co).
¿ Tubos de ensayo de cristal de 16 x 25 mm (Becton Dickinson).
ti Puntas, de un sólo uso, de 10-100 ~il(Comfortips, Eppendorf).
ti Puntas de pipeta multicanal, 25-250 ¡xl (Costar).
ti Lector automático ELISA (Biotek).
Reactivos
ti TMB (Tetrametilbenzidina) Sustrato K (Labsystems).
ti Acido ortofosfórico: H3P04 (Merck).
ti Etanol absoluto: CH3CH2OH (Panreac).
ti Cloruro sódico: NaCí (Probus).
ti Dihidrógenofosfato monoanhidrato sódico: NáH2PO4.H20 (Merck).
ti Di-sodiohidrógenofosfato anhidro: Na2l{P04 (Merck).
ti Carbonato ácido de sodio: NaI-1C03 (Merck).
ti Albúmina sérica bovina, fracción V de Cohn (Sigma & Co).
ti Thimerosal (Acido benzóico 2-((etilmercurio)tio), sal sódica (Merck).
ti Tween-20 (Merck).
ti Anticuerpos policlonales obtenidos y caracterizados en el Departamento de
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Fisiología Animal de la Facultad de Veterinaria de Madrid: anti 1 7B-estradiol,
anticortisol, anticorticosterona, antiprogesterona, antiandrostenodiona.
ti Hormonas esteroides estándar (Steraloids Inc., N.H. USA):
* 1 1,17,21-Trihidroxipregn-4-eno-3,20-diona: Cortisol.
* (1 1l3)-1 l,21-Dihidroxipregn-4-eno-3,20-diona: Corticosterona.
* 4-Androsteno-3,1 7-diona: Androstenodiona.
* (17)B-Estra-1,3,5 (1 0)-trieno-3,1 7-diol: Estradiol.
* 4-Pregnen-3, 20 diona: Progesterona.
Soluciones amortiguadoras
Solución tampón Carbonato-bicarbonato 0.05M: pH9.6
Para 1.000 ml. de solución:
Na2CO3: 1,59 g.
NaHCO3: 2,93 g.
Thimerosal 1%: Smi.
Solucióntamnón de EIA: pH= 7.0
Para 1.000 mi. de solución:
NaH2PO4.H20: 5,421 g.
NaHPO4: 8,662 g.
NaCí: 8,7 g.
Albúmina sérica bovina: 1,0 g.
Ihimerosal 1%. 5 ml.
Conservar a 40(2
Conservar a 40(2
Solución tampón sustrato: pH= 4.8
S9
Análisis hormonales Material y Métodos
Esta solución se encuentra preparada comercialmente, en la proporción necesaria:
Tetrametilbenzidina Substrato K: TMB (Labsystems).
Solución de lavado: Solución madre (lOx). Se utiliza diluida 10 veces.
Para 1.000 ml. de solución:
NaCí 1,5M: 87,66 g.
Tween-20 0,5%: 5 ml. Conservar a temperatura ambiente.
Solución de frenado
:
H3P04 IM.
Determinación del comportamiento de los anticuerpos y conjugados en ELISA:
determinación de las diluciones óptimas de trabajo en el ensayo.
Para poder determinar las condiciones óptimas de trabajo de cada uno de los anticuerpos
(anti: 1713-estradiol, progesterona, androstenodiona, cortisol y corticosterona) y sus conjugados
respectivos, se deben realizar una serie de pruebas que enfrenten diluciones variables tanto de
anticuerpo como de conjugado.
Las diluciones empleadas son las siguientes:
Para los anticuerpos: 1/2.000; 1/4.000; 1/8.000; 1/16.000.
Para los conjugados: 1/20.000; 1/40.000; 1/80.000; 1/160.000.
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Dichas diluciones se distribuyen en la placa de poliestireno de la forma siguiente:
Anticuerpos:
Columnas 1-3: 1/2.000.
Columnas 4-6: 1/4.000.
Columnas 7 9 1/8.000.
Columnas 10-12: 1/16.000.
Conjugados:
Filas A-B: 1/20.000.
Filas C-D: 1/40.000.
Filas E-F: 1/80.000.
Filas G-H: 1/160.000
El siguiente cuadro muestra las diluciones óptimas seleccionadas (aquellas que poseen una
densidad óptica entre 0,6 - 0,9 a 450 nm), siguiendo el criterio de Munro y Stabenfeldt (1984).
Anticuerpo Conjugado
17~-estradíol
Progesterona
Androstenodiona
Cortisol
Corticosterona
1/2.000
1/16.000
1/16.000
1/16.000
1/16.000
1/20.000
1/1 60.000
1/160.000
1/160.000
1/160.000
Construcción de las curvas patrón o estándar
Partimos de una soluciónmadre de concentración conocida de 2 mg/mI de etanol absoluto
de cada una de las hormonas (progesterona, 1713-estradiol, androstenodiona, cortisol y
corticosterona), a partir de la cual se realizan diluciones con etanol absoluto en tubos de ensayo
Dichas diluciones son sometidas a una extracción en extractor Turbo Vap LV evaporator
(Zymark) donde se someten a una corriente de gas nitrógeno C-50 P 200 Kg/cm2 (Carburos
metálicos), con condiciones de extracción de 4Q0(2, 6 PSI, 6 minutos y corriente continua de gas
nitrógeno (2-50. Una vez evaporado el etanol se añade elconjugado a todas las concentraciones
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estandar, y se realiza el ensayo con el fin de establecer las medidas de densidad óptica a 450 nm.
Con las medidas de absorbancia se trazan las curvas estándar, que permiten calcular las
concentraciones de hormonas esteroides a partir de los resultados que presentan las muestras
problema.
El margen empleado para cada curva estándar varía según la concentración que se espera
obtener para cada hormona:
n 17B-Estradiol: 0,1 pg - 1 ng
~‘ Progesterona: 1 pg - íng
Androstenodiona: 1 pg - lng
e’ Cortisol: 1 pg - lng
e’ Corticosterona: 1 pg - lng
62


Desarrollo de la técnica ELISA de competición Materia¡ y Métodos
Las muestras estándar y problema se determinan por duplicado y se distribuyen en la placa
de la siguiente forma:
Columna 1 (A-F): La denominamos Eo; en ella solamente se añade dilución de
conjugado.
Columnas 1 (G y H), 2 y 4 (Ay B):
Columnas 4 ((2- H),5,6,7,8,9,1O,1 1,12 (A-D):
En ellas se añaden las distintas diluciones
de las hormonas estándar diluidas en el
conjugado.
En ellas se añaden las muestras
problema diluidas en el conjugado.
Columna 12 (E-H): En ella se añade la dilución de conjugado nuevamente.
El tapizado de las placas en la reacciónde competición, se lleva a cabo añadiendo 50 pi
de solución tampón de FíA, en todos los pocillos y añadiendo después 50 pi de los reactivos
siguiendo la anterior distribución.
Las placas son cubiertas, de nuevo, con selladores adhesivos, dejándose dos horas a
temperatura ambiente.
3.- Separación de las fracciones de hormona libre y unida a los anticuerpos
adsorbidos en la fase sólida.
Se realiza mediante volcado de placas seguidos de cinco lavados con solución de lavado
así como un secado completo
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4.- Adición dci sustrato y frenado de la reacción.
Ayudados de una pipeta multicanal se añaden 100 pi de TMB Substrato K, por pocillo.
Después, se vuelven a sellar las placas dejándolas reaccionar, para que se desarrolle color durante
un periodo de diez minutos, añadiendo después 100 pi de ácido ortofosfóríco (solución de
frenado) por pocillo para provocar el frenado de la reacción de color.
5.-Lectura de las placas y procesado de los resultados.
Una vez añadida la solución de frenado se puede pasar a realizar la lectura de la densidad
óptica del color desanrollado. Esta lectura se lleva a cabo a través de un lector automático ELISA
(Biotek), la medición se realiza a doble longitud de onda a 450 nm y 600 nm.
El procesado de los resultados obtenidos del análisis hormonal, en las muestras de plasma,
se realiza con la ayuda de un software diseñado especialmente paraello en el Departamento de
Informática de la Universidad de California, Davis y consiste en:
a) Trazado de las curvas patrón.
Se realizaenfrentando en el eje de abscisas, las concentraciones estándar de cada una de
las hormonas y en el ejede ordenadas, la relación E/Fo x 100, es decir el porcentaje de unión de
las muestras estándar con el anticuerpo.
Estas curvas patrón sirven de referencia parael cálculo de las concentraciones hormonales
de las muestras problema.
b) Cálculo de las concentraciones hormonales de las muestras de plasma
El ordenador calcula las concentraciones de las muestras problema tomando como
referencia las curvas patrón. Para expresar estas concentraciones en las unidades conectas es
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necesaria la introducción de un &ctor de corrección, ya que las muestras sufren distintas
diluciones, por lo que la concentración calculada es inferior a la real, al obtenerse absorbancias
superiores a las que se obtendrían si la muestra se añadiese sin diluir.
Las concentraciones de progesterona, androstenodiona, cortisol y corticosterona se
expresan en ng/mi en plasma. Las concentraciones de 1 713-estradiol se miden en pg/ml.
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Análisis de hormonas esteroides en las muestras obtenidas de los animales.
Puesta a punto la técnica ELISA de Competición, las muestras de plasnia son sometidas
a una extracciónprevia al análisis.
Para el 1713-estradiol se toman 500 jil de muestra y se añaden 2 ml de dietil éter, se agitan
vigorosamente durante 40 s y se colocan en un baño de metanol y nieve carbónica; el
sobrenadante se decanta y se extrae con una corriente de nitrógeno, en tubos de cristal de 12 x
10 nm. Una vez extraídos se añaden 150 pl de solución de conjugado.
La progesterona se extrae añadiendo 100 sí de muestra a 2 ml de éter de petróleo, se
agitan vigorosamente durante 40 s y se colocan en un baño de metanol y nieve carbónica, el
sobrenante se decanta y se extrae con una corriente de nitrógeno, en tubos de cristal de 12 x 10
mm. Una vez extraídos se añaden 150 jil de solución de conjugado.
La corticosterona y el cortisol se extraen añadiendo 100 pl de muestra a 1 ml de etanol
absoluto, se agitan vigorosamente durante 20 s y se centrifugan durante 20 min a 3.500 rpm a 40
C.Se recogen lOO ¡si del sobrenadante y se extrae con una corriente de nitrógeno, en tubos de
cristal de 12 x lO mm. Una vez extraídos se añaden 150 pl de solución de conjugado.
Determinación de las concentraciones plasmáticas de insulina
Esta honnona fue analizada mediante la técnica ELISA sandwich.
* Descripción de la técnica
El ELISA sandwich o de “dos sitios” consiste en lo siguiente: un primer anticuerpo que
se adhiere a una fiNe sólida (tubo de plástico), a él se une un antígeno (si lo hubiera en la muestra)
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ti Tubos de plástico, recubiertos de anticuerpos monoclonales antiinsulina.
Capacidad de fijaciónaproximada 110 ng de insulina/tubo.
ti Tampón de incubación
Tampón fostlito 40 mmol/l, pH= 7,0
1 Conjugado anticuerpos anti-insulina-OPD
OPD = 3 U/mi.
ti Estándar
Insulina en matriz bovina con las siguientes concentraciones expresadas
en ¡sU/ml: 0,00; 23,20; 92,00; 180,00 y 275,00.
¿ Sustrato /tampón
Fosfato/citrato 100 mmol/l, pH 4,4 14202 (perborato sódico) 3,2 mmol/l
ti Cromógeno
2,2-azino-di-(3-etil-benzotiazolina ácido sulfónico-6)- sal diamónica.
ABTS 1,9 mmol/l
Preparación de las muestras
Para la realización del análisis, se procede a la descongelación de las alicuotas de plasma
de los distintos grupos de animales ya que se utiliza un método directo, sin extracción previa de
la muestra.
Todos los reactivos utilizados, se mantuvieron a temperatura ambiente, como paso previo
a su posterior uso.
Intervalo de medición
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0-250 pU de insulina/ml
Limite de detección
El límite de detección inferior, definido como E + 3S del primer estándar (¡sU/mI), es
aproximadamente <3 ¡sU/ml.
Preparación del ensayo
Después de la colocación de la cadena y alcanzar todos los reactivos la temperatura idónea
(temperatura ambiente), se procede a dispensar manualmente 100 ¡sí de estándar, plasma control
y muestras problema en los tubos correspondientes.
Se añade luego, de forma automática 1,0 ml de la solución de conjugado, procediéndose
a una incubación durante 60 minutos a 250C ó 70 minutos si la temperatura del laboratorio es
menor de 250C. Una vez pasado el tiempo de incubación, los tubos se lavan con solución de
lavado de forma automática.
Posteriormente, se añade 1 ml de la solución sustrato-cromógeno, incubándose durante
30 minutos para que se produzca la reacción de color.
Pasado el tiempo de incubación, se procede a la medida de las densidades ópticas a una
longitud de onda de 405 mm
Por medio de un software específico (Boebringer Mannheim), se calculan, de una manera
automática, las curvas estándar y las concentraciones, utilizando el factor de corrección
apropiado, al igual que se realiza para las hormonas esteroides.
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DETERMINACIÓN DE CLENHUTEROL
Se realizó elanálisis del clenbuterol (plasmático y hepático) de las muestras siguiendo la
técnica ELISA, puesta a punto en el Departamento de Fisiología Animal de la Facultad de
Veterinaria, de la Universidad Complutense de Madrid (Blass, 1997).
Para determinar la concentración hepática de clenbuterol, se utilizaron macerados de los
hígados de los animales de nuestra experimentación. Estos macerados se obtuvieron a partir de
0,5 g de hígado, procedente de cada animal, a los que se añadió 5 ml de CIII, 0,lN y cuya
preparación fUerealizada manualmente, con un homogeneizador de tejidos con émbolo de vidrio
de 8 ml de capacidad (Pobel). La mezcla obtenida se centrifUgó, (20 minutos, 6.000 r.p.m., 4<’C)
y se recogió el sobrenadante, que posteriormente se congeló hasta realizar el análisis pertinente.
Curva estándar
Se preparan nueve estándares, partiendo de la solución madre de clenbuterol, que tiene
una concentración de 2 ¡sg/mI (solución A). De esta solución se toman 25 ¡sí y se añaden 975¡sl
de plasma control 50 ng/ml (solución B).
Método
- Añadir a laplaca con los anticuerpos 75 pl de plasma control, estándar o muestra
problema por duplicado, según corresponda.
2.- Agitar 15 minutos a temperatura ambiente en agitador de placas.
3.- Añadir 25 pI de tampón EIA al pocillo Al.
4.- Añadir 25 ¡sí de conjugado a la dilución requerida en tampón FIA.
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5.- Agitar durante 10 minutos en el agitador de placas (Bioblock Scientiflc, Agitateur
Microtitration 86247, Heidolph), a temperatura ambiente.
6.- Volcar elcontenido de la placa y realizar 3 lavados consecutivos con solución de
lavado. En cada pocillo se dispensan 250 pl de Tween 20 al 0,005%.
7.- Añadir 75 pl de TMB a cada pocillo con una pipeta multicanal.
8.- Agitar durante diez minutos.
9.- Añadir 50 pl de solución de frenado (ácido sulfúrico al 10%) con una pipeta
multicanal.
10.- Por último, se lee la placa a 450 nm.
11.- Procesado de los resultados.
Material
¿ Placas ELISA de poliestireno de 96 pocillos de alta adsorción (Biohit).
ti Selladores adhesivos de acetato para placas (ICN Biomedicals Inc.).
ti Pipetas automáticas de 10-100 pl y de 200-1000 pl (Eppendorfl.
ti Pipeta multicanal 8 canales de 50-250 pl (Costar).
ti Agitador Reax 2.000 (Heidolph).
ti Agitador de placas (Heidolph).
ti Tubos de ensayo de diferentes tamaños (Becton Dickinson).
ti Puntas, de un sólo uso, para pipetas Eppendorfde 10-200 pl y de 100-1.000 ¡sí.
ti Lector automático ELISA (Biotek).
ti Reloj cronómetro digital.
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Reactivos
ti Cloruro sódico: NaCí (Panreac).
ti Fosfato de sodio dihidrógeno monohidrato: NaH2PO4.H20 (Merck).
ti Fosfato sódico: NaIi{P04 (Sigma).
ti Tween 20 (Merck).
ti Conjugado clenbuterol-peroxidasa (Departamento Fisiología Animal).
ti TMB (Tetrametilbenzidina) sustrato K (Labsystems).
ti Acido sulfúrico: H2S04 (Panreac).
Soluciones tampón
Tampón EIA:
Para lL de solución:
1. 2,758 g de NaJrI2PO4.H20
2. 4,26 g de Na2HPO4 pH 7,0
3. 9,00 g deNaCl
Solución de lavado: (Tween-20 al 0,05 %)
50 ml de Tween-20 en IL de agua purificada
Solución de frenado:
Acido sulfúrico al 10% en agua purificada
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ANÁLISIS ESTADiSTICO
El análisis estadístico de los resultados se realizó utilizando el paquete estadístico BMI)P
(Biomedical DataProgram = Programa de Tratamiento de Datos Biomédicos) (Dixon, 1992) en
el Centro de Cálculo de Moncloa de la Universidad Complutense de Madrid.
Elnivel de significación de los test estadísticos utilizados fUe el del 95%, correspondiente
aunap’<0,05.
1.- Análisis de la Varianza
Se realizó un Análisis de Varianza con medidasrepetidas para cada uno de los parámetros
determinados. Esta prueba nos pennite comparar, indirectamente, varias medias aritméticas, por
medio de la comparación directa de sus dispersiones y además nos permite comprobar la
influencia que los factores grupo y tiempo tienen sobre nuestros parámetros. De esta forma se
determino:
1.1.- Efecto grupo: nos indica si existen diferencias, estadísticamente significativas, entre
los grupos de animales de nuestra experimentación.
1.2.- Efecto tiempo: nos indica si existe una diferencia, estadísticamente significativa,
entre los diferentes momentos de la experimentación.
1.3.- Interacción: nos indica si el efecto tiempo difiere de un grupo a otro.
2.- Test de Mann-Witney
Se realizó un análisis de diférencia de medias, no paramétrico, utilizando el test de Mann-
Wittney, que no impone ningún requisito a la distribución de las variables. Todos los valores
detenninados en nuestra experimentación se incluyeron para realizar este análisis.
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ESTUDIO ANATOMOPATOLÓGICO DEL HÍGADO
Se consideró conveniente realizar el estudio del hígado b~o dos puntos de vista,
Microscopia óptica (MO) y Microscopia electrónica (ME), paraprocurar que éste litera lo más
completo posible y nos permitiera un diagnóstico preciso y exacto de los animales tratados,
tomando siempre como referencia de los sanos a nuestros animales controles, es decir los que no
habían consumido clenbuterol, ni clenbuterol asociado a dexametasona. Dicho estudio, fUe llevado
a cabo en el Departamento de Anatomía Patológica del Hospital Clínico San Carlos de Madrid,
perteneciente a la Universidad Complutense.
Microscopia óptica
Se decidió llevar a cabo el examen histológico para detectar la posible existencia de
lesiones a nivel hepático. Para ello se siguieron distintos pasos:
> Hepatectonifas de los animales utilizados, control y problema.
> Conservación de los órganos en formol al 10%.
> Preparación de los bloques de parafina procediendo de la manera siguiente:
V- ‘VaHaje de la muestra.
2o~ Procesado de tejidos.
30.. Corte del bloque.
40.. Montaje.
50.. Tinción de la preparación.
10.. El tallaje, consiste en el corte o sección, con bisturí o escalpelo, de la zona del
órgano que va a ser sometido a estudio.
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20~ El procesado, comprende distintas kses en las que lamuestra, introducida en las
cápsulas de inclusión, se mantiene en formol, alcoholes de distintos grados y parafina a distintas
temperaturas, todo ello, con la finalidad de producir como resultado final, la deshidratación del
tejido, para posteriormente constituir lo que se llaman, los bloques que ya serán las piezas sobre
las cuales se practicará el corte histológico. Todas estas operaciones tienen una duración
aproximada de 12 horas y se realizan, introduciendo las cápsulas de inclusión con el órgano, en
elprocesador de tejidos (Autoteenicon). Esquemáticamente así:
> Se mantienen los bloques en formol al 10% hasta que se mete en el procesador,
como mínimo, 12 horas.
> En formol al 10%, 2 horas a 400C.
>- En alcohol al 70%, durante 30 minutos a 400(2.
> En alcohol al 96%, durante 30 minutos a 400C.
>- En alcohol al 96%, durante 45 minutos a 400C.
> En alcohol absoluto (100%), durante 40 minutos a
> En alcohol absoluto (100%), durante 45 minutos a 400C.
>- En alcohol absoluto (100%), durante 45 minutos a 400C.
> En xylol, durante 45 minutos a 400C.
>- En xylol, durante 45 minutos a 400C.
> En parafina, durante 30 minutos a 600(2.
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> En parafina, durante 30 minutos a 600(2.
> En parafina, durante 30 minutos a 600(2.
> En parafina, durante 30 minutos a 600(2.
Al día siguiente, ya
moldes sobre los cuales se
se preparan los bloques introduciendo el tejido procesado en unos
vierte la parafina, con el dispensador correspondiente (P Selecta),
metiéndolos en la nevera paraque se enfríen. Es lo que se conoce con el nombre de inclusión en
parafina.
30.. Una vez formado el bloque, se procede al corte del mismo con el microtomo
(Anglia Scientiflc), a 4 jan. Las cuchillas utilizadas pertenecen a la casa comercial
Jung Disposable Microtome Blades.
40.. Se monta la preparación en los portaobjetos (Objekttráger 76 x 26 mm, Knittel
Glaser, Geschliffen Mattrand): una vez realizado el corte, se lleva éste a un baño
termostatado (Leica España S.A.) y se coge la preparación del bailo con el
portaobjetos.
50.. Posteriormente, se introducen en la estufa (P Selecta) para que se sequen a una
temperatura de 600(2. También podrían secarse a temperatura ambiente, pero
tardaría más.
60.. El penúltimo paso, consiste en la tinción de las preparaciones, bajo campana
extractora, para lo cual hemos empleado tres tipos diferentes:
ti Hematoxilina-Eosina
ti Tricróniico de Masson
ti Plata metenamina
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Hematoxilina-Eosina (HE):
10.. Desparatinación con xylol, durante 10 minutos.
20.. Hidratación con alcohol absoluto, alcohol de 96’> y agua (se realiza en un pase por
cada uno).
30.. Introducción de la preparación en Hematoxilina de Carazzi, durante 8 minutos.
40.. Lavado con agua, durante 10 minutos, para eliminar la Hematoxilina.
50.. Introducción de la preparación en Eosina escasos segundos, que es lo que se
denomma 1 pase.
6’>- Deshidratación con alcohol de 960, alcohol absoluto, xylol y montaje de la
preparación y se espera hasta que se seque la misma.
Tricrómico de Masson:
10.. Desparafinar e hidratar.
2”~ Hematoxilina de Harris, 5 minutos.
30.. Lavar en agua, 3 ó 4 minutos.
4’>~~ Rojo Mallory, 2 minutos.
50.. Lavar en agua.
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6’>- Un pase por ácido fosfomolibdico al 1%.
70.. Verde luz, 2 minutos.
80.. Lavar en agua.
90.. Deshidratar y montar.
Plata Metenamina:
1’>- Desparafinar e hidratar.
2”~ Acido periódico al 0,5%, durante 10 minutos.
3’>- Lavar en agua.
4’>- Ácido crómico al 5%, durante 45 minutos.
5’>~ Lavar en agua.
6<’~ Bisulfito sódico al 2%, durante 2 minutos.
7’>- Lavar en agua.
8’>- Se mete la preparación en la estufa a 60’>C, hasta que toma un aspecto de color
tabaco una vez que se ha añadido lo siguiente:
ti Plata metenaniina 50 cc.
ti Nitrato de plata al 5%, 2.5 cc.
ti Borax al 5%, 3 cc.
80
Estudio anatomopatológico del hígado Material yMétodos
9’>.. Lavar en agua destilada.
10’>- Cloruro de oro, 2 minutos.
11’>.. Hiposulfito sódico, durante 2 minutos.
12’>- Lavar con agua destilada.
13’>- Hematoxilina, 2 minutos.
14’>- Un pase opcional, por Eosina.
15’>- Deshidratary montar.
7’>- El paso final de este proceso consiste en el montaje de lapreparación utilizando
un gel o bálsamo (Eukit), que es el responsable de que el cubreobjetos
(Objekttrager Knittel Glaser, Geschliffen Mattrand 50 x 25 mm) se adhiera a la
superficie del porta y se deja secar a temperatura ambicnte. De este modo se ha
conseguido finalmente la preparación histológica.
Microscopia electrónica
Una vez realizado el diagnóstico de las muestras, donde los resultados obtenidos no
indicaron la existencia de ningún tipo de lesión hepática a nivel de Microscopia óptica y para
confirmarlo definitivamente, se procedió al estudio ultraestructural, basándonos en que si un
tóxico queda almacenado en un órgano y no provoca lesiones detectables a nivel histológico, es
aconsejable el estudio ultraestructural de dicho órgano, dada la importancia de la actividad del
citocromo P450 sobre los ribosomas y su estructura, pudiendo, en el caso de existir lesión, alterar
la conformación de éstos y aumentar la actividad del citocromo.
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La Microseopia electrónica (ME) consta de dos partes claramente diferenciadas:
ti ME de Barrido
ti ME de Transmisión
En la ME de Barrido se realiza un estudio superficial del órgano, aunque eso sí, más profimdo que
en la óptica. El aparataje empleado fUe el siguiente:
ti Procesador, para deshidratar en acetona.
ti Cámara de punto crítico para llevar a cabo la desecación.
ti Sistema de metalización de muestras (Sputtering) con oro o platino.
ti Campana de vacío para almacenar las muestras.
ti Destilador.
ti Microtomo donde se realizan los llamados cortes “semifinos” de 1 micra.
ti Microscopio electrónico de barrido.
En cuanto a la conservación de la muestra, a diferencia de la Microscopia óptica, aquí en
vez de emplear formol, se utiliza glutaraldehído al 3%, y, por supuesto, a la hora de tomar la
muestra, ésta se fracciona en secciones lo más pequeñas posible. El resto de los pasos, en cuanto
a corte etc, es igual que lo detallado anteriormente.
En laM.E. de transmisión es donde se lleva a cabo realmente el estudio ultraestructural.
Para ello se necesitan:
ti Procesador automático para realizar la inclusión en plástico.
ti Fijadores con glutaraldehído al 25% y nitróxido de Osmio, que a la vez tiñe.
ti Ultramicrotomo para cortes ultrafinos, de 60-90 nanometros.
ti Estufas para lapolimerización de los bloques.
ti Destilador.
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ti Microscopio electrónico de transrmsion.
En cuanto a los pasos a seguir, son los siguientes:
1’>- INCLUSIÓN de las muestras: se recogen fragmentos de hígado muy diminutos
y lo más rápidamente posible, después de la muerte del animal.
2’>- FIJACIÓN en glutaraldehído al 6% en tampón durante 1-2 horas.
3’>- Lavado en Bulfer Milloning a pH 7,3 con sacarosa, 2 veces.
4’>- POSIFIJACION en Osmio al 1%, durante 30 minutos a una hora.
50.. Lavado, con tampón con sacarosa, 2 veces durante 10 minutos.
6’>- DESHIDRATACION:
ti en etanoles crecientes, 10 minutos en cada uno. Dos pases de diez
minutos, por etanol absoluto.
ti Óxido de propileno, 2 pases de 10 minutos.
ti Oxido de propileno + Epon {l:1) de 2-3 horas a toda la noche.
Una vez realizados estos pasos, se ponen en las cápsulas con la mezcla y se incuban
durante 24 horas como mímmo, a 600(2. También se puede poner de 4 a 5 horas a 40’>C de
temperatura y luego aumentar ésta a 65’>C hasta 24 horas.
Los reactivos empleados para la formación de los distintos tampones son los siguientes:
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Buifer Milloning
Se emplean los reactivos que se indican a continuación:
ti Fosfato monosódico (NaH2PO4H2O)
ti Hidróxido sódico (NaOH)
ti Glucosa
ti Cloruro Cálcico (CaCl2)
Solución fosfato monosódico
Solución hidróxido sódico
A) Mezclar:
22,6 gen 1.000 mide agua destilada
2,52 g en 100 ml de agua destilada
5,4 gen 100 mIde agua destilada
0,5 g en 50 ml de agua destilada
830 ml
170 ml
De esta mezcla, se retiran 100 ml ya los 900 restantes se les añade:
Solución glucosa
Solución cloruro
100 ml
SrM
Posteriormente, se ajusta el pH a 7,3
B) Para lavador, se añaden 68,4 g de Sacarosa por cada 1.000 ml
Mezcla de Mullenhauer 1963 Epon-araldita
ti Epon 812
ti Araldita (502, 6005 epoxyresina)
ti Endurecedor (DDSA)
ti Plastificador (Dibutiltalato)
ti Acelerador (DMP-30)
25 ml
15 mi
55 ml
2-4 ml
1,5-3 /niil
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En cuanto a los métodos de tinción empleados, destacamos:
* Acetato de uranilo
A) Solución saturada al 11 %. Reposar 24 h.
B) Solución al 2% en agua destilada, filtrado y centrifUgado.
Preparar en el día.
* Citrato de píomo
ti Nitrato de Plomo (Pb NO3)2 1,33 g
ti Citrato de Sodio (Na3C6H5O7) 2 hidrato, l,76g
5 1/2 bid., 2,14 g
.1 Agua desmineralizada 30 ml
Se agita fUertemente durante 30 minutos con intervalos de descanso de un minuto, hasta
la total formación de nitrato en citrato de plomo.
Posteriormente se añade Hidróxido Sádico iN (8 ¡nl) y se ajusta el pH a 12.
Se realizaron fotos de las preparaciones, tanto de Microscopia óptica como electrónica.
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Validación de la técnica EM de competición Resultados
1- Validación de la técnka EM de Competiciónpara hormonas esteroidesy clenhuterol
1. Diluciones óptimas de anticuerpo
Los resultados obtenidos tras las pruebas realizadas para calcular la dilución
óptima de trabajo a emplear de anticuerpo para EIA de competición fUeron:
* Antí-cortisol:
* Anti corticosterona:
* Anti-progesterona:
* Anti-1711-estradiol:
* Anti-androstenodiona:
* Anti-clenbuterol:
1/16.000.
1/16.000.
1/16.000.
1/2.000.
1/1 6.000.
1/4.000.
2. Diluciones óptimas de conjugado
Este factor es crítico para una puesta a punto óptima del método. Los resultados
fUeron los siguientes:
* Conjugado
* Conjugado
* Conjugado
* Conjugado
* Conjugado
* Conjugado
HRP-cortisol:
HRP-corticosterona:
HRP-progesterona:
HRI’-1713-estradiol:
HRP-androstenodiona:
RRP-clenbuterol:
3. Trazado de las curvas patrón:
El trazado de las curvas patrón para cada una de las hormonas esteroides, se realizó
como ya se ha dicho mediante un software especialmente disefiado por el Departamento de
1/160.000.
1/160.000.
1/160.000.
1/20.000.
1/160.000.
1/10.
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Informática de la Universidad de Davis, U.S.A.
En la siguiente figura, se encuentra reflejada la curva patrón de 1 7B-estradiol.
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4. Parámetros de validación del EIA de competición para las hormonas
cortisol, corticosterona, progesterona, 170-estradiol, androstenodiona y
clenbuterol.
- Precisión y repetibilidad
Cálculo de los coeficientes intra e interensayo: %CV= Desviación estándar/media x
100. En nuestro caso los %CV intra e inter-ensayo fueron siempre menores del 10% para
todas las hormonas estudiadas y para clenbuterol.
Exactitud
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Se completa mediante el cálculo de los porcentajes de recuperación de distintas
cantidades conocidas de hormona o clenbuterol, añadidas a un pool de muestras.
Los porcentajes de recuperación oscilaron en todos los casos entre 85-95%.
Sensibilidad
Se determinó de dos formas.
- Límites de Detección:
Cortisol: 3 pg/pocillo.
Corticosterona: 3 pg/pocillo.
g Progesterona: 1 pg/pocillo.
1 713-estradiol: 0,3 pg/pocillo.
y Androstenodiona: 6 pg/pocillo.
Clenbuterol: 0,008 ng/mI.
- Sensibilidad al 50% de unión:
V Cortisol: 58,82 pg/pocillo.
Corticosterona: 58,82 pglpocillo.
W Progesterona: 83,17 pg/pocillo.
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GANANCIA DEPESODE LOSANIMALES
Gráfica y Tabla 1: Muestran la evolución de los pesos (g) (media + esm) de los animales
prepúberes tratados con clenbuterol (1mg/kg), en relación a los controles, sin que
aparezcan diferencias estadísticamente significativas (p> 0,05), durante la pubertad,
entre ambos grupos, hasta el final de la misma, momento a partir del cual comienzan
a distanciarse los tratados (p< 0,05) (valores correspondientes a las pesadas 6 y 7 del
tratamiento (P-6 y P-7), y en el momento de la retirada (R-0) del mismo). A partir de
los cinco días del período de supresión, los pesos de los animales de ambos grupos, se
equiparan, de tal forma que terminan por igualarse, en las dosúltimas semanas, es decir
transcurridos entre 15 y 20 días de la supresión del tratamiento.
Gráfica y Tabla 2: Reflejan, los resultados obtenidos referentes a los pesos (g) tras el
tratamiento con cleubuterol (lmg/kg) en animales adultos. Se aprecia un manifiesto
incremento de peso en los animales tratados (p< 0,01), que se mantiene constante
desde la tercera semana de tratamiento (P-3), hasta el momento de la retirada (R-0).
A partir de aquí, los animales tratados comienzan a perder peso y se igualan a los
controles, al igual que ocurría con los animales prepúberes.
Gráfica y Tabla 3: Aparecen representadoslos pesos alcanzados por los animales adultos tras
un tratamiento combinado de clenbuterol (1mg/kg) y dexametasona (0,1 mg/kg).
Como se puede apreciar, el grupo tratado con la asociación de clenbuterol y
dexametasona, experimenta una elevación de peso, estadísticamente significativa, con
respecto a los animales utilizados como control (p< 0,01) desde la primera semana de
tratamiento (P-1), para mantenerse durante las semanas posteriores, continuando esa
evolución progresiva en cuanto a ganancia de peso se refiere, incluso durante el
periodo de retirada, en que se distancian considerablemente (p< 0,01) de los controles,
siendo en este periodo la ganancia de peso superior a los animales tratados con
clenbuterol sólo.
91
Tabla 1.- Pesos (gr) de los animales prepúberes del experimento con clenbuterol
(media k E.S.M.)
Control Cienbuterol
103,45 + 5,45
112,34 + 7,34
137,84 + 6,70
148,22 ±8,44
170,13 + 11,90
180,69 + 2,85
200,61 ±5,83
230,33 + 2,67
240,91 + 6,86
243,38 + 0,83
259,75 1 6,87
283,47 + 6,68
287,45 ±9,65
107,47±4,67
111,34+ 6,89
125,03 1 7,95
152,65 + 6,28
169,00 + 8,29
195,13 + 4,61
229,37 + 4,76
262,76 + 7,28
267,60 + 6,15
255,78 + 6,94
275,21 + 4,76
284,79 ±5,55
283,46 + 6,45
P..0
P- 1
P-2
P-3
P-4
P..5
P-6
P..7
R-0
R-5
R40
11-15
R-20

Tabla 2.- Pesos (gr) de los animales del experimento con clenbnterol (media ~
Clenhuterol
262,80±2,13
268,80 + 3,13
271,71 ±2,99
275,68±2,30
274,18+2,82
273,51 ±3,88
275,36 + 2,95
272,43 + 2,81
276,50 + 1,77
278,56 + 2,55
281,54±2,98
286,46 + 2,05
265,19 + 2,69
274,41 ±2,37
281,03 +2,37
288,37 + 2,20
290,43 + 2,47
290,59±2,62
292,28 + 2,20
294,44+ 3,02
284,23 + 2,14
286,65 + 1,89
290,25 + 2,13
290,08±3,85
E.S.M.)
Control
P..0
P- 1
P-2
P-3
P-4
P..5
P-6
11-0
11-5
R-10
R-15
11-20

Pesos (gr) de los animales del experimento con clenhoterol +
dexanietasona (media ±E.S.M.)
Control Cleobuterol +
Dexametasona
P-0 238,50+ 1,45 246,26 + 1,05
P-l 242,13±1,90 262,75 + 1,33
P-2 246,98±1,79 278,69±1,34
P-3 248,80±2,61 278,91 + 1,09
P-4 250,76±1,86 279,08 + 1,38
P-5 256,49±1,76 284,45 + 1,59
P-6 261,25±1,78 282,40+ 1,65
R-0 264,68±1,88 284,23 + 2,14
R-5 263,60 ±1,98 287,09 + 1,88
R-l0 267,26±1,54 288,08 + 1,86
R-15 268,45 + 2,55 291,47 + 2,62
R-20 267,87+ 1,86 287,82 + 2,60
Tabla 3.-

Variaciones del peso del hígado Resultados
VARIACIONESDEL PESO DEL HÍGADO
Gráfica y Tabla 4: Se puede contemplar la evolución de los pesos (g) (media + esm) del
hígado de los animales prepúberes, en el transcurso de la fase experimental. Los pesos
estánexpresados en forma de porcentajes relativos con respecto al peso corporal total.
Se observa que, desde la primera semana de tratamiento con clenhuterol (1mg/kg), el
peso hepático de los animales tratados es muy similar al de los controles, o ligeramente
inferior, careciendo de significación estadística (p> 0,05). Estas oscilaciones se
mantienen en el periodo puberal y, cuando cesa éste, se produce un considerable
descenso en los pesos hepáticos, de los animales tratados (p< 0,01), que comprende
desde la última semanade tratamiento (P-7), hasta la retiradadel mismo (R-0). A partir
de entonces, (R-5 y R- 10), la diferencia entre ambos grupos aunque es menor, continúa
teniendo significación (p< 0,05). Posteriormente (R-15 y R-20), los animales se
recuperan, y los pesos de los hígados en los dos grupos se igualan.
Gráfica 4-a: En esta gráfica, se puede apreciar, con mayor detalle, las diferencias existentes
entre los pesos del hígado de los animales prepúberes, tratados con clenbuterol
(lmg/kg) y los controles. Es de destacar la reducción en el peso de los animales
tratados, estadísticamente significativa (p’c 0,01), desde el inicio del periodo de
supresión (R-0) hasta diez días después (R- 10). En los últimos 10 días, hasta completar
la retirada (R-15 y R-20), los pesos hepáticos de los animales se igualan, indicando una
clara recuperación de los mismos, una vez terminado el periodo de exposición al
medicamento.
Gráfica 5 y Tabla 5: Se pueden contemplar las variaciones de los pesos hepáticos de los
animales adultos (expresados en porcentajes de gramos con respecto al peso corporal
total) sometidos a los tratamientos con clenbuterol (ímg/kg), y clenbuterol con
dexametasona, en las distintas tUses de la retirada del medicamento. Como podemos
observar, existen diferencias, estadísticamente significativas (p< 0,01), entre los
distintos grupos con respecto a los controles, hasta transcurridos 10 días de la
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supresióndel tratamiento, en que se igualan los pesos del hígado de todos los animales,
hasta el día 20, en que concluyen los experimentos. Hemos de destacar que, en el
grupo tratado con clenbuterol + dexametasona, los pesos hepáticos se aproximan más
tempranamente a los de los controles, que en el caso de los animales tratados única y
exclusivamente con clenbuterol, aunque siguen manteniendo diferencias significativas
con respecto a éste, y a partir del día 15 de la retirada (11-15) se igualan
definitivamente al control.
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Tabla 4.- Pesos (gr) de los hígados de los animales prepáberes del experimento con
clenbuterol <media ±E.S.M.)
Control Clenbuterol
P-1 0,048 + 0,002 0,043 + 0,002
P-2 0,047 + 0,001 0,045 + 0,003
P-3 0,050 + 0,002 0,046 + 0,002
P-4 0,047 + 0,001 0,048 + 0,003
P-5 0,051 + 0,001 0,052+ 0,003
P-6 0,052 + 0,002 0,050 + 0,002
P-7 0,053 ±0,001 0,045 + 0,001
R-0 0,051 + 0,001 0,044±0,001
R-5 0,052 + 0,000 0,047 + 0,00 1
11-10 0,050±0,001 0,046 + 0,001
R-15 0,048 + 0,001 0,047±0,001
R-20 0,049±0,002 0,048 + 0,002
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CONCENTRACIONES DE CLENRUTEROL
Gráfica 6 y Tabla 6: Representación gráfica de las concentraciones plasmáticas de
clenbuterol, expresadas en ng/mI, obtenidas en los distintos tratamientos. Podemos
observar que, tras partir de los muestreos basales de sangre, en los tres grupos tratados
(p> 0,05) (prepúberes y adultos con clenhuterol, y adultos con clenbuterol y
dexametasona) y el grupo control, se aprecian, a parir de laprimera toma de sangre
(T-l), diferencias con clara significación estadística (p< 0,001) en todos ellos, con
respecto al control, casi de forma paralela. Los animales prepúberes experimentan una
caída de dichas concentraciones en las tomas 3 y 7 (T-3 y T-7), mientras que en los
adultos ésto sucede en la segunda toma de sangre. A partir de la T-3, la evolución, en
cuanto a la absorción plasmática de clenbuterol se refiere, es prácticamente similar en
ambos grupos, aunque es de destacar que los adultos, alcanzan concentraciones
ligeramente superiores. A partirde la T-6 todos los grupos tratados (tanto prepúberes
como adultos con clenbuterol o éste asociado a dexametasona) experimentan una
brusca disminución de dichas concentraciones (p< 0,001). En el grupo tratado con la
asociación de clenbuterol y dexametasona, los niveles plasmáticos de clenbuterol se
ven considerablemente reducidos, justo en el día de la retirada (p< 0,001). Este
descenso, pero en ambos grupos, se hace más patente a los cinco días de la retirada (R-
5), por lo que la signilbación, con respecto alcontrol (pc 0,01), es ligeramente inferior.
A partir de este momento, ya no se detecta clenbuterol en plasma, en ninguno de los
grupos.
Gráfica 7 y Tabla 7: En esta gráfica, aparecen representadas las concentraciones hepáticas
de clenbuterol, en los animales adultos que han sido sometidos a los tratamientos con
clenbuterol (lmg/kg) y la asociación de éste con la dexametasona, durante el periodo
de supresión o retirada del tratamiento. Mientras que en la R-0 las concentraciones de
ambos grupos son exactamente iguales (<0,5 jtg/mg) y por tanto no existe significación
estadística (p> 0,05), a partir de la R-5 se aprecian claras diférencias (p< 0,01) entre
los grupos tratados con clenbuterol y clenbuterol + dexametasona, siendo claramente
105
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inferiores, las concentraciones hepáticas en éste último. A partir de la Psi0, las
diferencias, en cuanto a las concentraciones, son menores (p< 0,05), y se igualan en
los últimos diez días (R-15 y R-20), indicando una total eliminación del clenbuterol
almacenado en el hígado en ambos grupos.
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Morfoinetría hepática Resultados
MORFOMETRÍA HEPÁTICA
Gráfica it 8: Histograma que representa el tamaño de los hepatocitos de los animales
tratados con clenhuterol (1 mg/kg) y el de los controles. Se aprecia una disminución
en el taniaíio de los hepatocitos de los tratados con clenbuterol, respecto a los
controles
111
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ESTRUCTURA Y ULTRAESTRUCTURA HEPÁTICAS
Fotografía 1:
Fotografía 2:
Fotografía 3:
Fotografía 4:
Aspecto histológico del hígado de una rata Long-Evans prepúber tratada con
clenbuterol (lmg¡Kg) en el comienzo del periodo de supresión. Se puede
observar normalidad completa en sus estructuras, apreciándose la típica
disposición radial de los hepatocitos, conductos biliares y venas centrales. La
técnica de tinción empleada es Hematoxilina-Eosina. (Ob. 200x).
Microfotografia de una sección del hígado de una rata prepúber tratada con
clenbuterol, transcurridos diez días de la retirada (Ob. 1 OOx) teñido con HE.
Se aprecia con mayor detalle la disposición radial de los hepatocitos. Al no
existir tabiques de tejido conjuntivo, la diferenciación lobular no es tan clara
como en otras especies, pero ello es característico en la rata. Como podemos
observar, no existen lesiones, lo que es indicativo de que el clenbuterol, en
principio, no altera lamorfología hepática.
Muestra una sección del hígado de una rata Long-Evans adulta tratada con
clenbuterol a una dosis de 1mg/kg. en eldía cero de la retirada del tratamiento.
Se pueden apreciar en detalle conductos biliares, vena centrolobulillar y
espaciosporta cuya integridad histológica está intacta. Tinción empleada HE.
(Ob. 200x.).
Podemos observar el hígado de una rata Long-Evans adulta tratada con
clenbuterol (1mg/kg) a los diez días de la retirada del tratamiento. Se aprecian
signos evidentes de regeneración hepática destacando la presencia de
hepatocitos binucleados de distinta morfología y tamaño, mayor activación de
las células de Kuppfer, pero en ningún caso son indicativos de alteración
hepática. Tinción HE. (Ob. lOx).
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Fotografias Sy 6:
Fotografía 7:
Fotografía 8:
Muestran el hígado de una rata Long-Evans tratada con la asociación
de cleabuterol y dexametasona., en el día cero de la retirada, a distintos
aumentos (Ob. 50x y 1 Ox, respectivamente). Persiste la normalidad
estructural, destacando la presencia de conductos biliares, espacio
porta, vena central, células de Kuppfer y disposición radial de los
hepatocitos. La técnica de tinción empleada es I-Iematoxilina-Eosina.
Muestra el aspecto ultraestructural de los hepatocitos de una rata Long-Evans
adulta tratada con clenbuterol (lmg/kg). Se puede apreciar con claridad dos
núcleos voluminosos, nucleolos, mitocondrias, retículo endoplásmico rugoso
y panículas de glucógeno.
Se distinguen con mayor detalle, todas las estructuras señaladas en la fotografia
7.
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DETERMINACIONES HORMONALES
INSULINA
Gráfica9y Tabla 8: Aparecenrepresentadas las concentraciones plasmáticas (media + esm)
de insulina en los animales prepúberes sometidos al tratamiento con clenbuterol. Están
expresadas en UJL. Se aprecia desde la primera toma de sangre (T-l) una elevación
progresiva (p< 0,001) de las concentraciones plasmáticas de insulina hasta alcanzar los
máximos niveles en la ~a semana de tratamiento (T-5). En la sexta semana, que es
cuando finaliza la pubertad, los niveles de insulina presentan una disminución,
estadísticamente significativa (p< 0,01). Este descenso persiste durante la séptima
semana, momento a partir del cual, y coincidiendo con el comienzo del periodo de
supresión, se producen alternativamente, elevación y descenso de dichos niveles, en los
animales tratados, pero que carecen de significación estadística (p > 0,05) hasta
transcurridos diez días de la retirada (R-10) en que comienzan a equipararse a los
controles, para igualarse definitivamente al finalizar el periodo de supresión (R-20).
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Tabla 8.- Concentraciones plasmáticas (media ±E.S.M.) de insulina (U/L) en los
Control
31,50 + 1,33
18,70±3,78
20,59±2,88
18,80 + 3,33
16,79±3,56
19,46 + 2,98
21,68+3,13
23,24 + 4,14
30,67+5,51
36,10 2,88
31,02 5,98
28,68 3,04
27,50 5,82
Clenhuterol
31,16±2,97
29,91 + 1,06
33,65±1,01
38,94±1,82
35,61 + 1,35
40,82±1,79
33,31 ±2,15
30,45 ±2,58
40,06±2,25
29,11±3,42
34,32±3,18
24,75 + 3,92
28,13±3,45
animales prepúberes.
11
T2
T3
T4
T5
16
T7
R-O
R-5
R-1O
R-15
R-20
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GLUCOCORTICOIDES
Gráfica 10 y Tabla 9: Muestran las concentraciones plasmáticas de corticosterona (ng/mi)
(media ±esm) en los animales prepúberes sometidos al tratamiento con clenbuterol.
Se produce una elevación, estadísticamente significativa, en los animales tratados,
desde la primera semana (p< 0,05) hasta la finalización del tratamiento (p< 0,001),
reflejada en la T-7. Las máximas concentraciones de corticosterona se alcanzan a la
quinta semana del mismo (1-5) (p< 0,001). En el momento de la retirada (R-0), se
produce una caída brusca de dichas concentraciones, equiparándose a las de los
controles.
Gráfica 11 y Tabla 10: Reflejan las concentraciones plasmáticas de corticosterona (ng/mi)
(media ±esm) tanto en los aniniales prepúberes como en los adultos sometidos a los
distintos tratamientos. Se puede observar que, a partir de la segunda semana (1-2) se
produce una elevación de dichas concentraciones, estadisticamente significativa (p<
0,001), en todos los grupos con respecto al grupo control, persistiendo hasta
transcurridos cinco días (R-S) de la retirada dcl tratamiento.
Gráfica lía: Representan las concentraciones plasmáticas de corticosterona (ng/mi) (media
±esm) de los animales adultos sometidos a los tratamientos con clenbuterol, o
asociado éste a la dexametasona, durante el periodo de retirada. Se produce una
elevación de los niveles de corticosterona, estadísticamente significativa (p< 0,01),
durante los 5 primeros días de la retirada. A partir de entonces (R-10) se igualan las
concentraciones de corticosterona a las de los controles, tanto en el grupo tratado con
clenbuterol, como en el de la asociación de éste a la dexametasona.
Gráfica 12 y Tabla 11: Muestran las concentraciones de cortisol (ng/mi) (media ±esm) en
animalesprepúberes tratados con clenhuteroL Desde laprimera semana de tratamiento,
se produce una elevación de las mismas, estadisticamente significativa (p< 0,001). A
partir de 1-6 (finaliza la pubertad) descienden los niveles (p< 0,01), aunque en el día
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de la retirada, se produce una brusca elevación (p< 0,001), que va remitiendo a los
cinco días (p< 0,01), hasta igualarse a los controles.
Gráfica 13 y Tabla 14: Indican las concentraciones plasmáticas (ng/mi) (media ±esm) de
cortisol en animales prepúberes y adultos en los distintos tratamientos. Es de destacar,
a partir de la primera semana (T- 1) una elevación de dichas concentraciones, con un
alto nivel de significación estadística (p< 0,001). Como en el caso de la corticosterona,
esta elevación se mantiene incluso tras el periodo de retirada (R-5). A partir de
entonces (R-10), se igualan los valores plasmáticos de cortisol a los de los controles,
en todos los grupos.
Gráfica 13a: Se ven reflejadas las concentraciones plasmáticas de cortiso] (ng/mi) (media ~
esm) de los animales adultos en los periodos de retirada y sometidos a los tratamientos
de clenbuterol sólo y asociado al corticoide dexametasona. Se observa una elevación
de dichos niveles en los primeros cinco días de la retirada del tratamiento con
significación estadística intergrupos (p< 0,01). En la R-0 los grupos tratados son
estadísticamente significativos respecto al control, pero no entre ellos, alcanzando
mayores concentraciones los animales tratados con clenbuterol exclusivamente. Sin
embargo, a los cinco días (R-5) se pueden apreciar diferencias en los tres grupos entre
sí (p~c 0,01), produciéndose el fenómeno inverso, ya que el grupo tratado con
dexametasona y clenhuterol alcanza unas concentraciones muy superiores a las del
grupo tratado con clenbuterol. A partir del día 10 (R-10), los niveles, en ambos grupos
descienden y se igualan a los de los controles, permaneciendo así hasta el final de la
experimentación.
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Tabla 9.- Concent~ciones plasmáticas (media ±E.S.M.) de corticosterona (ng/mi)
en los animales prepúberes.
Control
TO
TI
T2
T3
14
T5
16
17
R-0
R-5
R-10
R-15
R-20
241,36±
244,43 ±
255,68 ±
240,26 ±
261,37±
230,33 +
200,60±
243,38 ±
240,91 ±
259,75 +
265,23 ±
283,47±
264,54 +
12,12
18,43
16,70
11,90
12,84
12,67
14,82
14,83
13,86
11,87
13,45
16,36
10,23
Cleubuterol
247,56
350,06
305,30
337,99
390,26
458,74
362,76
360,60
255,77
275,21
280,52
284,79
278,56
+ 18,45
+ 17,95
1 16,28
+ 18,29
+ 18,61
+ 17,75
+ 11,28
+ 16,14
+ 16,93
±14,76
+ 10,21
+ 15,54
±9,12

Concentraciones plasmáticas (media + E.S.M.) de corticosterona (ng/mi)
en los diferentes tratamientos en animales adultos.
Control Clenhuterol Clenhuterol +
Dexametasona
fO 229,86±37,16 288,25±20,59
TI 232,10 ±23,78 323,89 ±29,72
T 2 215,36 + 6,63 446,65±30,46
T 3 214,31 + 13,06 469,34±34,24
T 4 189,26±18,79 423,30±20,97
T5 195,08±29,08 439,38±16,25
TÓ 197,21 ±23,25 498,11 ±35,68 498,11 ±35,68
T7 201,92±13,98 429,29±21,26 408,43 ±32,45
R-O 204,36±12,35 380,86±34,44 391,46 ±36,30
R-5 198,18±14,56 380,54±25,67 432,38±37,86
R-10 210,34±21,46 249,26±82,36 184,73±41,17
R-15 242,09±14,14 280,45±58,97 190,21 ±11,54
R-20 251,55±8,49 261,23±19,28 217,29±34,62
Tabla 10.-


Tabla 11.- Concentraciones plasmáticas (media ±E.S.M.) de corúsol (ng/mí) en los
animales prepúberes.
Control Cleubuterol
T 0 4,60±0,34 4,94 + 0,38
1 1 5,48 + 0,35 10,57±0,41
T2 4,68+0,45 11,45±0,68
13 5,32 + 0,52 10,79±0,89
T4 4,78±0,40 11,23 0,87
T5 4,16±0,15 9,61±0,65
16 4,95±0,63 8,96 + 0,57
17 5,22±0,41 7,55+0,13
R-0 6,44±0,36 12,82±0,50
R-5 5,70 + 0,48 8,48 ±0,54
R-10 4,36±0,60 5,15+0,43
LiS 5,48 + 0,63 5,88±0,50
R-20 4,84 ±0,34 4,83 + 0,54

Concentraciones plasmáticas (media t E.S.M.) de cortisol (ng/mí) en los
diferentes tratamientos en animales adultos.
Control Clenbuterol Clenbuterol +
Dexamnetasona
10 5,20 + 0,40 5,85 ±0,55
T 1 4,52±0,38 6,54±0,94
T 2 5,22±0,53 8,95 ±0,53
T 3 5,62±0,59 9,09±0,74
T4 5,31±0,57 9,28±0,93
15 5,14±0,47 9,67±0,79
1 6 4,24±0,43 9,26 + 0,55 9,26 ±0,55
1 7 3,95 ±0,54 9,04 + 0,53 7,34 + 0,67
R-0 4,17±0,84 8,48±0,79 6,51±1,19
R-5 4,28 ±0,79 6,34±0,79 9,45 ±2,39
R-l0 4,66±0,99 4,83±1,12 4,96±0,50
R-15 5,01 ±0,88 5,26±1,08 5,31 ±0,68
R-20 4,79±0,76 4,94±1,08 5,46±1,17
Tabla 12.-
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ESTEROIDES GONADALES
Gráfica 14 y Tabla 13: En esta grafica aparecen representadas las concentraciones
plasmáticas de progesterona (ng/mI) (media±esm) en los diferentes tratamientos a los
que han sido sometidos los animales. En los animales tratados con clenbuterol
(lmg/kg), se produce un descenso de los niveles de progesterona con respecto a los
controles, a partir de la ]a semana de tratamiento (p< 0,05), manteniéndose esta
disminución durante toda la fase experimental, y cuyo mayor grado de significación
estadística (p< 0,001) se alcanza entre la 4~ (T-4) y & (T-6) semanas de tratamiento.
A partir del periodo de supresión, los animales experimentan una recuperación y
comienzan a elevarse progresivamente dichas concentraciones hasta alcanzar las de los
controles.
Con respecto al grupo tratado con la asociación de clenbuterol y
dexametasona, los nivelesde progesterona, son ligeramente superiores a los del grupo
control y al tratado con clenhuterol sólo, pero careciendo de significación estadística
(p> 0,05). A los cinco días (R-5), se produce un espectacular incremento de los niveles
de progesterona (p< 0,05) para, posteriormente, descender e igualarse a los de los
controles, y ascender, luego, el último día de la retirada (R-20), llegando a ser
significativo (p< 0,05), con respecto al grupo control.
Gráfica 14-a: Indica con mayor detalle las concentraciones plasmáticas de progesterona
(ng/mi) (media ±esm) en los tres grupos (control, tratado con clenbuterol y tratado
con clenbuterol + dexametasona). A los cinco días de haber finalizado el tratamiento,
el grupo sometido a la asociación de clenbuterol y dexametasona muestra unas
concentraciones más elevadas, con respecto al grupo tratado con clenbuterol y al
control (p< 0,05). Posteriormente, disminuyen los niveles de progesterona, para
ascender nuevamente a los 20 días del periodo de supresión (R-20), siendo
estadísticaniente significativas dichas concentraciones (p< 0,05), únicamente con
respecto al grupo control.
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Gráficas 15, 15-a y Tabla 14: Los resultados de las concentraciones plasmáticas de 1713-
estradiol, en los distintos tratamientos, aparecen representados en las gráficas 15 y 15-
a. Están expresados en pg/ml (media ±esm). En el grupo tratado con clenbuterol, se
produce una elevaciónde las concentraciones de 1 713-estradiol a partir de la 4’o semana
de tratamiento (p=0,001), manteniéndose en esos niveles hasta el periodo de retirada
(LO) en que alcanzanlas mayores diferencias, con respecto al grupo control. Apartir
de ese momento, se produce una caída bmsca (p< 0,001), hasta que han transcurrido
15 días del periodo de supresión (R-15), con una significación pC 0,05. En los últimos
cinco días se igualan las concentraciones de ambos grupos (control y tratados con
clenbuterol). Los animales tratados con la asociación de clenbuterol y dexametasona
mantienen la tónica del grupo anterior, en el sentido de la elevación de los niveles de
1 7B-estradiol, aunque al contrario que sucede con el grupo tratado con clenhuterol, si
bien se producen disminuciones estadísticamente significativas (p< 0,001) en las
retiradas 5 (R-5) y 10 (R-l0), a partir de ese momento, se elevan espectacularmente
(p< 0,001) dichas concentraciones hasta la finalización de la fase experimental, 20 días
después de concluido el tratamiento.
Gráficas 16, 16-a y Tabla 15: Muestran las concentraciones plasmáticas de androstenodiona
(ng/ml) (media ±esm) de los animales tratados con clenbuterol y con clenbuterol
asociado a la dexametasona. En el grupo tratado con clenbuterol, se observa un ligero
aumento de los nivelesde androstenodiona, que carece de significación estadística (p>
0,05), hasta la última semana de tratamiento (T-7), en que se distancia del control y se
aprecian diferencias entre ambos grupos (pC 0,05). Durante el periodo de retirada, no
se observan diferencias entre el grupo control y el tratado. En cuanto al grupo tratado
con clenbuíerol y dexametasona, es de destacar una disminución de las concentraciones
de androstenodiona (pc 0,01) con respecto a ambos grupos (control y tratado con
clenbuterol), a los 10 días de la retirada del tratamiento. Esta disminución, aunque no
tan acusada, persiste hasta la conclusión del mismo.
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Concentraciones plasmáticas (media t E.S.M.) de progesterona (ng/mí) en
los diferentes tratamientos en animales adultos.
Control Clenbuterol Clenbuterol +
Dexametasona
TO 15,78±2,45 14,16+2,78
Ti 20,37±2,13 16,47±2,17
12 10,58±1,34 6,34 zfr 0,43
13 13,52±2,05 10,03±0,78
T 4 15,98±2,07 6,47±0,84
T5 15,41±1,36 7,55±1,06
16 13,86±2,42 6,07±1,09 6,07±1,09
T 7 12,46±1,72 8,44+ 1,49 9,32 ±2,02
11-0 11,10±1,27 9,02+ 1,38 12,64±0,68
R-5 10,52±0,38 9,29±2,49 17,19±4,62
R-10 9,96±0,14 8,77 ±0,56 8,04±2,26
LiS 11,88±0,20 9,35±0,46 9,80+3,02
R-20 12,46±1,01 11,46±0,99 14,99±3,85
Tabla 13.-


Concentraciones plasmáticas (media ±E.S.M.) de ¡7J1-estrndiol (pg/mI) en
los diferentes tratamientos en animales adultos.
Control Cleubuterol Cleobuterol +
Dexametasona
10 45,15±10,13 51,64±9,24
TI 58,24±12,68 19,62±2,81
T 2 39,76±9,91 13,70±3,57
1 3 38,59±3,79 15,91 ±5,89
T 4 32,55 ±2,25 178,59 + 36,94
15 31,24±8,86 158,15±57,13
T 6 33,07±13,10 158,24±35,64 158,24±35,64
17 38,50±16,94 152,07±49,91 197,65±32,98
R-0 45,42±11,11 359,59+52,76 225,57+28,57
R-5 32,56±10,42 245,62 ±42,65 280,82 ±40,33
11-10 33,86±12,08 142,33 ±22,46 173,82±31,38
R-15 24,35±8,64 98,46±14,77 219,13 ±47,25
R-20 38,74±9,79 65,54±12,41 273,31 ±33,78
Tabla 14.-


Concentraciones plasmáticas (media + E.S.M.) de androstenodiona
(ng/mi) en los diferentes tratamientos en animales adultos.
Control Clenbuterol Clenbuterol +
Dexametasona
1 0 0,82±0,23 0,79±0,09
T 1 0,56 ±0,07 0,78 ±0,08
1 2 0,45 ±0,07 0,65 + 0,05
T3 0,73±0,07 0,83±0,17
14 0,81±0,11 0,89±0,06
T5 0,83±0,07 0,86±0,11
T 6 0,66 + 0,13 0,87±0,07 0,87±0,07
T 7 0,57±0,06 0,84±0,06 0,72±0,08
R-0 0,75 + 0,01 0,88 + 0,10 0,65 + 0,09
R-5 0,73 ±0,01 0,78 + 0,08 0,56±0,09
R-10 0,78 + 0,07 0,83 + 0,06 0,42 ±0,07
R-15 0,37 + 0,06 0,69±0,05 0,53 ±0,11
R-20 0,31 + 0,02 0,39±0,06 0,42±0,05
Tabla 15.-


DISCUSIÓN
Ganancia ¿k peso corporal Discusión
GANJ4NCL4 DE PESO CORPORAL
El peso corporal, y en especial, el incremento de éste, constituye un factor
importantísimo a la hora de evaluar la acción promotora del crecimiento del beta-agonista
clenbuterol, tanto si se administra independientemente o asociado a la dexametasona.
Se ha comprobado que el aumento de peso tras el tratamiento con un 13-agonista como
el clenbuterol, se produce por un incremento en la síntesis proteica, debido a un marcado
meremento de la concentración de AMPc (Choo et al., 1992)> Diversos autores, sugieren que
la mayor ganancia de peso tras la administración de clenbuterol, se obtiene en animales que
tengan más o menos un año de edad, en el caso de los animales de abasto. La variabilidad de
los resultados obtenidos en los distintos trabajos experimentales, revisados en la bibliografla,
puede deberse a muchos factores como por ejemplo, la especie, edad de los animales, dosis,
fórmula de medicación o duración de la misma (Eliot et aL, 1993).
Se ha elegido la rata para llevar a cabo nuestra experimentación, porque se trata de un
animad muy útil y valioso, en primer lugar, debido a su bajo coste inicial y necesidad de pocos
requerimientos alimenticios y por constituir una especie cuyo crecimiento y respuesta frente
a los diversos tratamientos aplicados, son extraordinariamente rápidos (Eggum y Beames,
1986). Además, la simplicidad de la evaluación de su composición corporal, unido al hecho
de que se pueden utilizar un número suficiente de animales, para satisfacer las demandas de
un diseño experimental e interpretación estadística de los resultados obtenidos, nos permiten
asiniismo, crear biomodelos útiles en estudios del empleo de anabolizantes, especialmente
agonistas B-adrenérgicos, como el clenbuterol (Proyecto de la Comunidad Autónoma de
Madrid, 1996).
Ya que en nuestro caso, puede existir gran diversidad de resultados, entre otras razones
por la especie elegida, la rata, orientaremos nuestra discusión alrededor de cuatro puntos
tiandamentales:
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ir edad de los animales
~‘ vía de administración y dosis empleada
~r sexo de los animales
~ tipo y duración del tratamiento
Los resultados obtenidos en nuestra experimentación, muestran un claro incremento
del peso corporal. Dicha ganancia se estabiliza al cabo del tiempo, en todos los grupos
tratados, bien con clenbuterol (en animales prépuberes y adultos) o asociado a dexametasona,
como se puede apreciar claramente en las gráficas 1, 2 y 3.
V Edad de los animales
Elegimos utilizar grupos de animales de distinta edad (prepúberes y adultos), para ver
cómo repercutía el tratamiento con clenbuterol en animales que comenzaron la fase
experimental siendo prepúberes y la terminaron siendo adultos, y los que directamente la
míciaron siendo adultos. Ello nos permitiría observar las posibles diferencias que
encontrásemos y comprender mejor el efecto que tiene la edad de un animal, cuando se le
aplican tratamientos que estimulen su crecimiento.
En primer lugar vamos a analizar la variación de los pesos en ffinción de la edad de los
animales, centrando nuestra discusión sobre los animales prepúberes. Nuestros resultados
muestran que, en los animales tratados, se produce una ganancia de peso desde el inicio de la
fase experimental, muy similar a los de los animales utilizados como controles, hasta la sexta
semana en que el lote tratado incrementa considerablemente el peso corporal, con respecto al
control (p’cO,05), una vez alcanzados los 200-250 g de peso, que además coincide con la
fmalización de la pubertad, momento a partir del cual, comienza el periodo de retirada,
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resaltando de nuevo la ganancia de los animales tratados, con respecto a los controles, y
comenzando una regularización de la misma hacia la octava semana, donde el incremento es
menor, aunque continúa persistiendo, de acuerdo a los resultados obtenidos por McElligot el
aL (1989), que sirven para demostrar que el efecto del clenbuterol, en cuanto a ganancia de
peso se refiere, es un proceso dinámico, que remite en el momento que se produce lo que
podemos denominar como “acostumbramiento” al fármaco, y ya no se produce ganancia, sino
estabilización de los pesos.
Se han sugerido varias posibilidades relativas a que los B-agonistas ejerzan un escaso
efecto en animalesjóvenes. Este hecho puede ser debido a la variación de la regulaciónde los
receptores 13-adrenérgicos, antes y despuésde la pubertad y también, dependiendo del sexo del
animal, alterándose la respuesta, bienaumentando o disminuyendo lamisma (Fiems, 1987). Las
propiedades farmacodinémicas pueden ser diversas, a distintas edades. Si la absorción y el
metabolismo difieren dentro de una especie, entre animales jóvenes y viejos, entonces la
respuesta a la dosis, puede ser o demasiado alta o demasiado baja en animales jóvenes. Quizá
el número de receptores a edades jóvenes sea demasiado bajo. En este sentido, Lai el al?
(1981) demostraron que el número de receptores se incrementa en un 60-70% mediante la
diférenciación de preadipocitos en adipocitos. Smith y Clark (1980) no encontraron ninguna
diferencia en el número de receptores J3-adrenérgicos del músculo esquelético en conejos
recién nacidos y de 8 semanas, ni tampoco en la localización de dichos receptores. Otra
hipótesis, con respecto a la efectividad del clenbuterol dependiendo de la edad, es la alteración
del estado endocrino (Beerman el aL, 1987). Quizá en los anñnales adultos un incremento del
efecto de los >3-agonistas pueda ser debido a una menor secreción de la hormona del
crecimiento. De hecho, se ha demostrado una disminución de la concentración plasmática de
lahormona del crecimiento en el ganado vacuno (Joakimsen y Blom, 1976), corderos (Johnson
el al., 1985) y cerdos (Macblin, 1972).
A diferencia de Lai el aL, (1981), que encuentran una mayor respuesta en animales
jóvenes tratados, nuestros resultados indican que esta reactividad es menor, y que ésta aumenta
a partir del momento en que cesa la pubertad, o que el animal es adulto como se aprecia en la
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gráfica n0 1 en la que como vemos, durante y después de la pubertad, aparecen las diferencias
estadísticamente significativas (p< 0,05).
Con respecto a otras especies, como las aves, autores como Buyse el al?, (1991) y
Takahashi el al?, (1993) sostienen que la ganancia de peso es independiente de la edad del
animal, tras el tratamiento con clenbuterol, jugando un papel más importante otros lictores
como el sexo, localización de la grasa o duración del tratamiento.
En la gráfica n0 2 podemos observar un progresivo aumento del peso corporal en los
animales adultos, desde el comienzo de la fase experimental, que alcanza sus mayores niveles
de significación estadística (p< 0,01) desde la tercera semana de tratamiento, hasta el periodo
de retirada (R-0), momento a partir del cual, a los cinco días, se produce un descenso con
posterior equiparación de los pesos a los animales controles, que se realiza gradualmente a los
5 (R-5), 10 (R-10) y 15 (R-l5) días del periodo de supresión. A los veinte días, ya están
práticamente igualados a los controles. Hemos de destacar, que durante el periodo de
supresión del tratamiento, la evolución en cuanto a ganancia de peso se refiere, es
prácticamente paralela en los animales control y los tratados, y por ello no se observan
diferencias estadisticamente significativas (p> 0,05).
Coincidiendo con los resultados obtenidos en nuestra experimentación con animales
adultos, Chance el al? (1991) han demostrado que los efectos anábolicos del clenbuterol
aparecen en ratas, a las tres semanas de tratamiento, al igual que Martinean et al. (1993), con
un índice de significación de Pc 0,05, en ese mismo periodo de tiempo.
También podemos deducir, que el clenbuterol proporciona una utilización más eficaz
del alimento sin que lleve emparejado un aumento en el consumo de comida, como ya
demostrara McElligot el al?, (1989) cuantificando la misma, o en el caso de nuestros animales,
sometidos a un régimen de comida ad libiíum, cuyos incrementos de peso y de acuerdo con
Cardoso y Stock, (1998), son ftancamente espectaculares, tal y como reflejan los resultados
obtenidos en nuestraexperimentación, a partir de la tercera semana de tratamiento, reforzando
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aún más la eficacia que este compuesto ejerce como promotor del crecimiento.
Por otro lado, podemos comprobar cómo, únicamente durante la primera semana, los
animales tratados no ganan peso sino que lo pierden, posiblemente debido al efecto
anoréxigeno producido por elclenbuterol durante la fase iniciaL A partir de la segunda semana,
la tendencia general, consiste en una mayor ganancia de peso, por parte de los animales
tratados, que continúa progresivamente hasta alcanzar el máximo incremento a la sexta semana
de tratamiento, momento a partir del cual se produce una estabilización en dicha ganancia Lo
mismo sucede en los animales tratados con la asociación de clenbuterol y dexametasona,
aunque en éstos se observa una persistencia, estadísticamente significativa (p< 0,01) durante
el periodo de retirada.
9 Vía de administracióny dosis empleada
La dosis empleada y vía de administración sonde vital importancia. En este sentido hay
ciertauniformidad de criterios. Un hecho importante, a tener en cuenta, es que la respuesta del
animal puede variar considerablemente dependiendo de la vía de administración y también del
tiempo que haya transcurrido desde la administración de dicha sustancia. Es decir, no se
alcanzará el mismo nivel proteico el 40 que el 100 día de la administración del agonista, ni
tampoco si se administra por vía oral o intramuscular; por ejemplo, una medida realizada
después de varias semanas de tratamiento puede ser indicativa, únicamente, de un periodo de
adaptación a la droga (Cartaflá el al., 1994). Los resultados obtenidos en nuestra
experimentación muestran que el tratamiento con clenbuterol comienza a ser realmente
efectivo a partir de la tercera semana de tratamiento (gráfica n0 2).
La vía de administración elegida por nosotros, fue la oral; en principio por reducir al
máximo el estrés que toda manipulación de un animal de laboratorio lleva implícita (Illera,
1995), y con ello la posible alteración de los resultados esperados, y posteriormente por la
mayor efectividad que suponía esta vía. De la misma opinión es Sillence el al., (1991), que
además demuestra en trabajos posteriores (Sillence el al?, 1995) que, tratando por vía oral a
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ratas (tanto si están enteras como castradas), no existen diferencias considerables en cuanto
a ganancia de peso se refiere, en ambos grupos. Por el contrario, otros autores, como
MacLennan y Edwards, (1989), observaron, en ratasWistar hembras, que a menor dosis y por
vía subcutánea se duplica la ganancia de peso en el mismo periodo de tiempo. Moore el al?,
(1994) destacan que la administración oral, a dosis muy altas, produce incrementos de pesos,
relativamente bajos. Nebbia el aL, (1991) sostienen que, por vía intramuscular, laganancia de
peso es mayor a medida que aumenta la dosis del B-agonista, demostrándolo en trabajos
realizados en ratas Sprague-Dawleyhembras. Sin embargo, Re el aL, (1993) comprobaron que,
a la misma dosis, la ganancia de peso es la misma, tanto si se administra el clenhuterol por vía
oral, como intramuscular.
Sin embargo, Pullar y Webster, (1977) observaron que al aplicar dosis muy elevadas
por vía oral, no sólo no se produce ganancia, sino que incluso llega a producirse una pérdida
de peso considerable. En nuestro caso la pérdida de peso no es tan grande, quizá debido a que
la estirpe empleada pornosotros es distinta (Long-Evans en nuestro caso, Hodded Lister por
aquellos autores) y la duración del tratamiento mayor (45 días, frente a los quince empleados
por Pullar y Webster). Por otra parte, la reactividad frente al clenbuterol también depende de
la estirpe del animal. Así, se ha observado que las ratas Wistar presentan una menor reactívidad
frente a los efectos producidos por el clenbuterol que las Hodded Lister (MacLennan y
Edwards, 1989).
En la rata también se ha confirmado la acción promotora del crecimiento cuando se
administra durante un largo período de tiempo a dosis elevadas. En otras especies, el
incremento de la ganancia de peso podría ser atribuido a los efectos de reparto del clenbuterol
como lo demuestra la mejora que experimenta la calidad de la canal, al menos
macroscópicamente (Portillo et al?, 1988; Re el al., 1993). Por el contrario, otros autores
sostienen que los efrctos anabólicos del clenbuterol experimentados en modelos animales, son
más evidentes y significativos a dosis más bajas (Carter y Lynch, 1994b).
Algunos autores (Choo el al., 1992) han comprobado que el efecto anabólico en la rata
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aparece muy rápidamente ya que, con tan sólo dos días de tratamiento se observan cambios
en el peso, persistiendo su acción durante 10 días y descendiendo ligeramente, a pesar de una
exposición continuada frente a este farmaco. Nuestros resultados indican la variación semanal
de los pesos y no apreciamos descenso, sino estabilizaciónde los mismos a partir de los quince
días de experimentación, estando sometidos durante más tiempo al tratamiento, en base a lo
cual podemos justificar estas diferencias, ya que en el caso de los autores citados se trata de
machos sometidos a una dosis de 25 mg/kg durante 5 días (en lacomida) y a nuestros animales
(hembras) se les administró una dosis considerablemente menor (lmg/kg) durante 45 días,
aunque este efecto puede estar relacionado con la diferencia que existe entre sexos, como
veremosmás adelante. Por otra parte es de sobra conocido que a elevadas dosis, se produce
un bloqueo de los receptores que conduce a un fenómeno de retrofimcionalidad negativa sobre
el eje hipotálamo-hipofisario, de tal manera que los receptores no son estimulados y tiene lugar
la estabilización de los pesos en lugar de un incremento (Smith, 1998).
g Sexo de los animales
Se ha especulado que las hormonas sexuales están implicadas en la regulación de los
receptores ¡3-adrenérgicos, por lo que puede que el efecto de los ¡3-agonistas sea diferente
antes y después de la aparición de la pubertady entre machos y hembras. Aunque el efecto del
sexo no está claramente demostrado en roedores, en otras especies se ha comprobado que
existen diferencias. Así por ejemplo, en aves el clenbuterol, reduce la grasa e incrementa las
proteínas de la canal únicamente en hembras (Darymple eta!, 1984). En cerdos, la ganancia
se redujo en los castrados que recibieron 1 ppm, pero no en cerdas jóvenes (Ricks el aL, 1984;
Fiems, 1987).
V Tz~o de tratamiento
En la siguiente tabla resumimos los resultados observados en cuanto a ganancia de peso
(expresada en gramos) se refiere, por distintos autores, en hembras de distintas especies y
estirpes sometidas a distintos tipos de tratamiento:
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Autores Control Dosis Tratados
Pullar. 1977 (H.Lister)
PuJiar, 1977 (fl.Lister)
PuIlar, 1977 (H.Lister)
Pullar, 1977 (L-1.Lister)
MacLennan, 1 989(Wist)
MacLennan, 1 989(Wist)
Muramutsu, 4 990(Aves)
l3uyse, 1991 (Aves)
l3uyse, 1991 (Aves)
Buyse, 1991 (Aves)
Buyse, 1991 (Aves)
Buyse, 1991 (Aves)
Buyse, 1991 (Aves)
Buyse, 1991 (Aves)(kg)
Buyse, 1991 (Aves)(kg)
Buyse, 1991 (Aves)(kg)
Nebbia, 1991(S.Daw)
Nebbia, 1991(S.Daw)
Nebbia, 1991(S.Daw)
SiLlence, 1991 (Wistar)
Re, 1993 (S.Dawley)
Re, 1993 (S.Dawley)
Re, 1993 (S.Dawley)
Re, 1993 (S.Dawley)
Re, 1993 (S.Dawley)
Takabashi, 1993 (Aves)
Moore, 1994 (Wistar)
Moorc, 1994 (Wistar)
Moore, 1994 (Wistar)
Sillence, 1995 (Wistar)
Sillence, 1 995(W.castr)
36±1
36±1
36±1
36±1
29 ±3
18±5
302±4
282±9
282 ±9
282±9
916±17
916±17
916±17
l.7±.02
1.71.02
1 .7±.02
22. 1+1
22. 1±1
22. 1+1
2.6±0.2
41+ 0.6
41±0.2
4 1±0.2
41±0.2
41±0.6
579±15
36±2
36±2
36±2
1.l±.29
1.71.29
0.lmg/kg/lSd
1 mg/kg/lSd
1 Ong/kg/1 Sd
SOmg/kg/lSd
2 mg/kg/7d
0,1 2mg/kg/7d
0,25mg/kg/21
0.42 ppnu/42d
0.42ppm/28d
0.42 ppm/14d
0.42 ppm/42d
0.42 pprn/28d
0.42 ppm/14d
0.42 ppm/42d
0.42 ppm/28d
0.42 ppni/14d
2.5 ig¡kg/2 íd
25 gg/kg/21d/im
50 ~g/kg/21d/im
0.2mg/kg/7d/s.c
25 gg/kg/21d
2.5~g/kg/2ld/ím
25 gg/kg/21d/im
50 ~±g/kg/21d/im
50 pg/kg/21 días
0.33rng/kgII4d
lmg/kg/I0 días
4mg/kg/10 días
83mg/kg/10 días
4 mg/kg/8 dias
4 nig/kg]8 días
Podemos observar las diferencias existentes entre unos autores y otros, con nuestros
51±2
56±1
40 + 1
22±2
38±7
36±3
295 ±4
269±9.90
277±9.90
288±9.90
887±17
915±17
932±17
1.69±0.02
¡.68±0.02
1.73±0.02
36±3
36±4
41 ±3
4.0±0.3
46±1.5
51±1.4
64±1.5
85±0.1
85±0.1
590±9
53 ±3
60 ±3
54 ±4
4.1 ±0.29
5.0±0.29
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resultados, tras los tratamientos con clenbuterol, en función de la dosis, vía de administración,
estirpe animal o duración del tratamiento.
En cuanto al grupo tratado con la asociación de clenbuterol y dexametasona (gráfica
n0 3) y teniendo en cuenta que la dexametasona fUe administrada 10 días antes de finalizar el
tratamiento con clenbuterol, podemos apreciar que hasta ese momento se produce un
incremento estadísticamente significativo (p< 0,01), de los pesos corporales de los animales,
a partir de la segunda semana manteniendo una evolución constante hasta la quinta semana,
donde la elevación es ligeramente superior, coincidiendo con la administración simultánea del
corticoide. De esta manera, los animales siguen experimentando elevaciones de peso
significativas (p< 0,01), incluso durante todo el transcurso del periodo de retirada del
clenbuterol.
Comparando los resultados obtenidos en este experimento yios de] grupo tratado única
y exclusivamente con clenbuterol, existe una diferencia importante, ya que en este último caso,
hemos de recordar que una vez iniciado el periodo de supresión, se producía un descenso de
los pesos de los animales tratados, y estabilización de los mismos, hasta igualarse
prácticamente a los controles. Sin embargo, con la asociación de la dexametasona, no sólo no
pierden, sino que ganan peso durante el periodo de retirada. Ello pudiera justificarse debido
a que la dexametasona, al ser un glucocorticoide de síntesis, produciría una retención hídrica,
que pudiera ser la responsable de este hecho, aunque al carecer de efecto mineralocorticoide,
más bien nos inclinaríamos hacia el efecto “permisivo” de los corticoides, siendo lo más
probable que se manifiesten cambios en la síntesis de proteínas, inducidos por esteroides que,
a su vez, modificarán la capacidad de reacción de los tejidos, de acuerdo a las características
generales de estos compuestos (Goodman y Gilinan, 1997).
Por el contrario, para Agbenyega y Wareham, (1991), en estudios realizados en
ratones, sería el clenbuterol el responsable de prevenir la pérdida de proteínas musculares
inducidas por ladexametasona, antagonizando laactividad catabólica de ésta, y de ahí el hecho
de que no se produzca en el periodo de retirada una disminución de peso, tan acusada como
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en los dos grupos tratados única y exclusivamente con clenbuterol.
Como conclusión, a la discusión relativa a laganancia de peso corporal, hemos de decir
que el tratamiento con clenbuterol, a dosis superiores a las anabolizantes en roedores, produce
un espectacular incremento del peso, directamente relacionado con la edad de los animales,
vía de administración y duración del tratamiento. Su asociación a la dexametasona estimula
también la ganancia de peso corporal, persistiendo incluso durante el periodo de retirada del
medicamento, probablemente debido a la estimulación directa del glucocorticoide sobre la
glándula adrenal.
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EFECTOSSOBRE HÍGADO
Nuestra discusión va a centrarse sobre dos apartados diferentes:
fl~ peso del hígado
“~ estudio anatoniopatológico del mismo
* Peso del hígado
El peso del hígado puede proporcionar una información muy valiosa a la hora de
establecer la posible toxicidad de un fármaco, tanto en lo que se refiere a su aumento como a
su disminución, aunque en ocasiones no constituye un parámetro que evalúe al 100% el grado
de toxicidad (Zinimerman e Ishak ,1997). Así, si se observa un aumento del peso puede ser
debido a que el hígado es un órgano que se hipertrofia rápidamente cuando se incrementa la
demanda fisiológica, y el incremento del peso no tiene por qué ser debido necesariamente a la
acción tóxica de un tratamiento en concreto. Frecuentemente, los resultados procedentes del
examen anatomopatológico del hígado no se corresponden con los procedentes de las pruebas
funcionales hepáticas, siendo en numerosas ocasiones la histología la que establece el
verdadero grado de lesión celular (Culter, 1974).
En los resultados obtenidos en nuestra experimentación, con animales prepúberes
(gráfica n0 4), se observa una clara disminución del peso hepático de los animales tratados con
clenbuterol, con respecto a los controles (pC 0,01), que se prolonga hasta los quince días de
la retirada del tratamiento, momento a partir del cual experimentan una manifiesta
recuperación, igualándose al peso del hígado de los animales utilizados como control.
Nebbia el aL (1991) encontraron que el peso del hígado en ratas Sprague-Dawley
hembras, sometidas a un tratamiento de 21 días mediante solución inyectable de clenbuterol,
se ve reducido. En el caso de nuestros animales, no se manifiestatanto la disminución del peso
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hepático con respecto a los controles, como en el caso de Nebbia, salvo en la última semana
de tratamiento, en que ya se apreciandiferencias estadísticamente significativas (pC 0,01), pero
ésto se produce justo cuando termina el periodo de la pubertad y los animales ya se hacen
adultos. Elhecho de que nuestros resultados no coincidan con los obtenidos por Nebbia, puede
que sea debido a varios factores: en primer lugar los animales utilizados por nosotros eran de
distinta estirpe, Long Evans; por otra parte, los pesos iniciales de los animales eran menores
en nuestro caso, ya que comenzamos con animales de un mes y un día, es decir, prepúberes
y por tanto en plena fase de crecimiento, lo que justificaría un incremento natural de dicho
órgano pero por ambas partes, tanto controles como animales tratados, mientras que este autor
utilizó animales adultos, y por último, la vía de administración es distinta, en nuestro caso la
oral, frente a la parenteral de Nebbia el al.,(1991).
Sin embargo, cuando estudiamos los resultados obtenidos con los animales adultos
(véase gráfica n0 5) observamos una gran disminución del peso del hígado, estadísticamente
significativa (p< 0,01). Esta disminución es más pronunciada durante la primera semana de
tratamiento e iría asimismo emparejada a la disminución del peso corporal total, lo que es
perfectamente justificable, por la influencia negativa que ejerce el clenbuterol sobre cl centro
del apetito, de ahí su carácter anorexígeno descrito por distintos autores como Maltin el al?,
(1992) o Bates (1991). Al influir el tratamiento con clenbuterol sobre el peso corporal,
provocando una reducción del mismo (al inicio del tratamiento), es lógico pensar, que a nivel
hepático ocurra lo mismo.
Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Reeds el al?, (1986), quien
también observa una reducción del peso hepático, aunque ésta se manifiesta a los 11 días de
tratamiento. En nuestro caso, cuando tiene lugar la mayor pérdida de peso es en la primera
semana de tratamiento (a los 7 días), pudiendo atribuir este hecho a la pérdida correlativa de
peso corporal experimentado por los animales en ese periodo de tiempo.
Comparando ambos grupos, prepúberes y adultos, podemos comprobar en los
primeros, cómo desde el inicio del tratamiento el peso del hígado es menor en los animales
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tratados, hasta la cuarta semana, justo en el comienzo de la pubertad, en que se equipara en
ambos casos, control y tratado, para volver a descender hacia la sexta semana, en que los
animales ya son púberes y vuelven a experimentar una caída de peso, alcanzando el mayor
índice de significación estadística (p< 0,01) en la última semana de tratamiento y el día de la
retirada del mismo, para ir reduciéndose estas diferencias (p< 0,05) a los 5 y 10 días de
supresión, equiparándose de nuevo a los diez días siguientes del periodo de supresión. A la
vista de estos resultados, podemos deducir, que los efectos del clenbuterol sobre el peso del
hígado pueden estar directamente relacionados con la edad, ya que como podemos observar
en las gráficas 4 y 5, que representan los resultados de los tratamientos de los animales que
empezaron la experimentación siendo adultos, y sobre todo durante el periodo de retirada,
tienen los mismos niveles de significación estadística en los mismos periodos de tiempo que
los prepúberes (p< 0,01), aunque en el caso de los adultos, comienzan a equipararse más
tempranamente, a partir del día 10, mientras que en prepúberes esto sucede a partir del 15 de
la retirada del tratamiento.
Con respecto a los resultados obtenidos, aplicando el tratamiento de la asociación de
cleubuterol y dexametasona, aparece una disminución del peso hepático de los animales
tratadoscon difórencias estadísticamente significativas (p< 0,01) respecto a los controles y al
grupo de adultos tratados con clenbuterol sólo, a partir de los 5 días del periodo de supresión.
Podríamos afirmar, a la luz de esos resultados, que el grupo tratado con la asociación del fi-
agonistay corticoide alcanza unos niveles de reducción, en cuanto al peso hepático se refiere,
intermedios entre los de los controles y los tratados con clenbuterol únicamente, quizá debido
a un cieno papel de “enmascaramiento” ejercido por este corticoide. Así, se puede observar
que durante el periodo de retirada, a los cinco días, mientras entre el grupo tratado con
clenhuterol sólo, las diferencias con respecto a los controles sonestadísticamente significativas,
los pesos de los animales tratadoscon la asociaciónde dexametasona, prácticamente se igualan
a los controles, hecho, por otra parte, que pone de manifiesto que la recuperación de estos
animales es más rápida, una vez suspendido cl tratamiento que en el caso de los animales
sometidos únicamente a la influencia del clenbuterol.
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Hay otros autores que sostienen que lo que se produce realmente es una disminución
del peso del hígado. Mientras en otras especies ésto si está perfectamente demostrado, en la
rata dicha evidencia no es tan clara, ya que en esas variaciones siempre hay que tener en
cuenta, factorestan importantes como sexo, estirpe, edad del animal, dosis empleada, duración
del tratamiento o vía de administración, como se refleja en la siguiente tabla, donde hemos
recopilado, los resultados (expresados en gramos) obtenidos por otros autores:
Autor
=
Pullar, 1977(S .Dawley- 9)
Pullar, 1977(S.Dawley-9)
Pullar,] 977(S.Dawley 9)
Pullar, 1 977(S.Dawley-9)
Pullar,] 977(S.Dawley-d)
PuIlar, 1 977(S.Dawley-d)
Pullar, 1977(S.Dawley-a’)
Pullar, 1 977(S.Dawley-d’)
Portillo, 1 988(Wistara’)
Chao, 1990 (Wistar a”)
Chao, 1990 (Wistar a’)
Muramutsu, 1990 (Aves)
Bates, 1991 (Ratón c?,mg)
Bates, 1991 (Ratón c?,mg)
Buyse, 1991 (Aves o’)
Buyse, 1991 (Aves a”)
Buyse, 1991 (Aves o”)
Buyse, 1991 (Aves 9)
Buyse, 1991 (Aves 9)
Buyse, 1991 (Aves 9)
Nebbia,1 991(S.Dawley 9)
Nebbia,1 991(S.Dawlcy 9)
Nebbia,1991(S.Dawley 9)
Chao, 1992 (S.Dawlcy 1’)
Choo,1 992(S.Dawley a’)
Takahashi, 1 993(Aves 9)
Control
=
6.03±0.14
6.03+0.14
6.03±0.14
6.03±0.14
3.58±0.32
5 .7 1±0.32
8.37±0.32
8.58±0.32
4.05 ±0.1
13.5 ±0.3
12.4±0.2
15.4+0.4
340+13
346±13
17.8 ±1.6
17.8±¡.6
17. 8±1.6
19.1±1.7
19.1±1.7
19. 1±1.7
10.3 ±0.2
10.3±0.2
10.3±0.2
10.3±0.3
14.3±0.3
14.9±0.01
Dosis
0.lmg/kg/15 d
lmg/kg/15 días
1 Omg/kg/1 5 días
SOmg/kg/1 5 días
2mg/kg/4 días
2mg/kg/l 1 días
2mg/kg/2 1 días
2mg/kg/2 1 días
1 mgorc/kg/23d/sc
0.Gmg/kg/7 días
2mg/kg/3 días
0.25rng/kg/21 días
3ixg/4 días
3pg/8 días
O.42ppm/42 días
O.42ppm/21 días
0.42ppni/14 días
0.42ppni/42 días
0.42ppm/21 días
O.42ppm/l4 días
2.Sgg/kg/21 días
2Spg/kg/21 días
SOpg/kg/21 días
4mg/kg/4 días
25mg/kg/5 días
0.33 mg/kg/14d
Tratados
608±014
6.60±0.15
5.85 + 0.07
4.78 + 0.13
3.52±0.32
5.41 ±0.32
7.72±0.32
7.91 ±0.32
3.78±0.14
8.50±0.50
6.20±0.17
13.8±0.4
298±13
345±13
19.9±0.8
20.8±1.1
17.9±1.07
20.4±1.0
19.5±0.6
18.8±0.7
9.1 ±0.3
9.7±0.4
9.9±0.1
9.4±0.3
11.9+0.3
16.34 + 0.01
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Autor Control Dosis Tratados
Moare, 1994 (Wístar?) 9.9±0.4 lmg/kg/l0 días 10.4±0.2
Moore, 1994 (Wistar 9) 9.9±0.4 4mg/kg//10 días 10.1±0.3
Moore, 1994 (Wistar 9) 9.9±0.4 83mg/kgIlO días 9.8±0.4
Cardoso, 1996(Wistar cf) 12.6±0.64 4mg/kg/15 días 12.87 + 0.86
Spencer,1996(Corderos9) 74! ±28 400 ¡.ig/Kg/49d 664±25.8
De acuerdo a los resultados obtenidos por nosotros, trabajos realizados en ratas por
Re et al., (1993), demuestran que el peso del hígado puede llegar a disminuir, aunque muy
levemente, tras el tratamiento prolongado con dicho fármaco. Los resultados obtenidos en
nuestraexperimentación, reflejan una clara disminución del peso del hígado desde el inicio del
tratamiento (pC 0,01), así como una recuperación progresiva del mismo, una vez que se inicia
el periodo de supresión, hasta igualarse a los pesos de los controles.
Si tenemos en cuenta la variación interespecie, Brambilla et al., (1994), observaron en
ratones, tras la administración intraperitoneal de una sóla dosis de clenbuterol, pero muy
elevada (30 ~ig/gde peso vivo), hepatomegalia y por consiguiente incremento de peso, que
pueden ser debidos a la acción metabólica del clenbuterol. En nuestro caso, no se producen
estos fenómenos, debido quizá a la dosis empleada, que es más reducida (1¡.ig/g), pero también
más continuada (45 días de tratamiento), sin obviar por supuesto que la especie considerada
es distinta (rata).
Muramutsu et al., en 1991 observaron que, a diferencia de otras especies de
mainíttros, en las aves existen variaciones del comportamiento de los 13-agonistas en cuanto
se refiere al sexo, ya que los efectos de éstos son mucho más acentuados en hembras que en
machos. En pollos de tres a seis semanas de edad, el peso del hígado se ve reducido
considerablemente, mientras que el contenido proteico hepático, RNA y el contenido de grasa
no presentan cambios significativos. Todo ello puede ser debido a la duración del tratamiento
(tres semanas), dosis empleada {0,25 mg/kg) demasiado baja o la vía de administración (en la
comida). Nuestros resultados muestran un descenso del peso del hígado que alcanza los
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máximos niveles en la tercera semana de tratamiento, aunque carece de significaciónestadística
(p> 0,05). En nuestra opinión, ello podría serdebido a que justo en ese periodo de tiempo (tres
semanas) es cuando tiene lugar la máxima absorción del fármaco (Sauer el al., 1995) y
comienza lo que se denomina “dosis de acostumbramiento”, a partir del cual los efectos del
clenbuterol parecen estabilizarse y no se observan las diferencias espectaculares del comienzo.
* Estructura y ultraestructura hepáticas
Elexamen histológico del hígado resulta de gran utilidad, para asegurar la sensibilidad
de los parámetros séricos, ya que en caso de una alteración mínima de éstos, la evidencia
histológica de daño tisular es detectable a dosis muy bajas de una sustancia supuestamente
hepatotóxica (Kosrud el al?, 1973; MacSween y Scothorne, 1997).
El examen anatomopatológico de nuestros animales a nivel microscópico está
representado en las fotograflas y demuestra la clara ausencia de lesiones hepáticas en los
distintos periodos de la fase experimental, que comprenden desde el inicio del tratamiento al
periodo de retirada o supresión del medicamento. A nivel macroscópico tanto coloración como
consistencia eran normales, exceptuando algunos casos aislados (tanto en controles, como en
animales tratados), en los que se detectaba una ligera congestión. Ésto lo atribuimos a la
recolección de sangre, que en esos casos, fuese menor, y por tanto al quedar acumulada en
hígado, macroscópicamente adquirían una ligera tonalidad oscura.
Al igual que nosotros, Biolatti el al?, (1994)ya habían detectado en cerdas tratadas con
clenbuterol (1 ppm/48 días), hígados más oscurecidos, pero estos autores lo atribuyeron al
mayor acumulo de glucógeno, alrededor de la vena central en los animales tratados o del
lóbulo hepático en los controles. Mediante la tinción HIE, nosotros pudimos comprobar que
el acúmulo de glucógeno era normal, y siempre alrededor de la vena central. En otros casos,
y coincidiendo con Maltin et al., (1992), mediante estudios de morfometría, comprobamos una
ligera disminución del tamaño de los hepatocitos (gráfica n0 8). La explicación a este fenómeno
se debería a que elclenbuterol es un potente vasodilatador, por lo que se produce un aumento
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del fluido sanguíneo hepático, lo que conduce a una mayor compresión de los hepatocitos y,
lógicamente, éstos disminuyen de tamaño, como indican los valores medios de nuestros
resultados (25,3 + 3,39 ¡im los controles, 21,3 + 2,90 ¡.tm los tratados), aunque esta reducción
no va acompafiada de lesión celular.
Para confirmar la normalidad, respecto a la estructura hepática, procedimos al examen
ultraestructural, reforzando aún más los resultados obtenidos tras el examen microscópico. En
nuestra opinión, y por la evidencia de las pruebas realizadas, el clenbuterol administrado a los
animales no supuso ninguna alteración con respecto a flincionalidad y estructura hepáticas. Por
el contrario, Cerruti Sola el aL, (1996) afirman que en aves hembra, las lesiones más
consistentes son hipertrofla linfoide e infiltración en la mayoría de los tejidos, aunque estos
cambios son particulannente evidentes en riñón, musculatura esquelética, hígado y tracto
gastroentérico. Entre los cortes de hígado de los animales tratados, se observa un descenso del
porcentaje global de glucógeno, comparado con los controles, el glucógeno se concentra
alrededor de la vena central en lugar de su habitual localización sobre toda la superficie de los
lóbulos hepáticos. Estos autores también observa degeneración hialina en los hepatocitos y
afirma que las lesiones aumentan en los animales tratados a mayor dosis.
En contraposición, Marcato y colaboradores, (1985) publicaron un estudio relativo a
las úlceras de abomaso, y observaron que los hígados de los animales tratados con clenbuterol,
al cabo de cuatro meses, no presentaban lesiones orgánicas a nivel hepático, mientras que en
los controles aparecían dos casos de lesiones degenerativas o fibrosis hepáticas. Este estudio
refuerza los hechos anatomopatológicos comprobados por nosotros en las ratas, en las cuales
ni macro ni microscópicamente se aprecian lesiones y además, en nuestro caso, los controles,
incluso presentan a veces peor aspecto histológico que los animales tratados, destacando la
presencia de hepatocitos esmerilados que nos hicieron recurrir a otras técnicas de tinción,
(Tricrómico de Masson y Plata metenamina), para descartar definitivamente lesiones en estos
animales que, insistimos, no habían sido tratados.
Como resumen, indicamos que el tratamiento con clenbuterol produce una reducción
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del peso del hígado, cuya magnitud puede estar relacionada con laedad de los animales
Cuando se asocia el clenbuterol a la dexametasona, la disminución del peso hepático
dura menos tiempo, lo que indica una recuperación más temprana de los animales frente al
tratamiento, una vez concluido éste. En ninguno de los tratamientos (clenbuterol o clenbuterol
y dexametasona) la pérdida transitoria de peso hepático no lleva emparejada la aparición de
lesiones macroscópicas, microscópicas ni ultraestructurales, independientemente de la edad de
los mismos. Posteriormente, los hígados de los animales tratados, recuperan peso
progresivamente, una vez que se produce el periodo de supresión del medicamento.
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CONCENTRACIONES PLASMÁTICAS YHEPÁTICAS DE CLENRUTEROL
Para llevar a cabo un examen exhaustivo de los efectos producidos por el clenbuterol
en nuestra experimentación, creímos conveniente completar dicho estudio mediante la
determinación de las concentraciones de este beta-agonista, tanto en sangre como en hígado,
ya que mediante la administración de una dosis determinada (lmglkg) podríamos establecer
la cantidad exacta de la misma vehiculada por la sangre y la almacenada en el hígado, para
poder probar o descartar lesiones orgánicas a este nivel, como ya realizamos mediante el
estudio anatomopatológico del mismo.
No administramos el tratamiento del clenbuterol asociado a la dexametasona a los
animales prepúberes, para evitar el posible efecto inmunosupresor que la dexametasona
(BaIlaría y Sala, 1995) podría dar lugar a estos animales y obtener resultados que pudieran
resultar contradictorios (Jiang el al., 1996).
Los resultados obtenidos, muestran unas concentraciones plasmáticas de clenbuterol
prácticamente paralelas en todos los grupos, desde el inicio del tratamiento, hasta la retirada
del mismo. Cabe señalar, sin embargo, que encontramos diferencias estadísticamente
significativas (pc 0,001) entre los mismos con respecto al grupo control desde la primera toma
de sangre, que tiene lugar a los siete días de iniciado el tratamiento. Por otra parte, en el grupo
integrado por los animales prepúberes, se observa, en determinadas tomas de sangre (1-2 y
1-4), una mayor concentración de clenbuterol que en los adultos, justo antes del inicio de la
pubertad, hasta las cinco semanas (1-5) en que los niveles de clenbuterol, tanto en púberes ya,
como en adultos, son prácticamente similares, aunque ligeramente superiores en estos últimos
hasta llegar al periodo de supresión en que no se detectan concentraciones plasmáticas de
clenbuterol en ninguno de los grupos (en adultos a los 5 días de la retiraday en prepúberes a
los diez). El grupo de adultos tratado con clenbuterol y dexametasona, muestra en el momento
de la retirada (R-0), unas concentraciones inferiores a las de los dos grupos tratados con
clenbuterol, de tal manera que a los cinco días están igualadas a los controles.
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A la vista de los resultados obtenidos, podemos deducir que la acumulación plasmática
del clenbuterol y su eliminación están relacionados con la edad, comparando los resultados
procedentes de los animales prepúberes y adultos, con unos altos niveles de significación
estadística (p< 0,001). Así, podemos observar que los animales prepúberes comienzan a
alcanzar las máximas concentraciones a los 15 días del tratamiento mientras que los adultos
tardan una semana más, aunque también logran unos niveles plasmáticos mayores. Nuestros
resultados coinciden con los obtenidos por Meyer y Rinke, (1991) y Sauer el al?, (1995) en
terneras. Sin embargo, tanto la dosis empleada (10kg/kg), vía de administración (pienso
medicado) y especie (terneras) elegidas por estos autores son distintas a las de nuestra
experimentación.
En cuanto a las concentraciones hepáticas de clenbuterol, podemos observar, que, en
el momento de la retirada, los niveles son iguales (concentraciones superiores a 50 ng/mi) en
los adultos tratados con clenbuterol o laasociación de éste a la dexametasona, no apareciendo
en ese momento diferencias estadísticamente significativas. A partir del quinto día de la
supresión de ambos tratamientos ya se observan claras diferencias (p< 0,001) entre ambos
grupos, igualándose a partir de los quince días, lo que indica la eliminación y detoxicación de
ambos compuestos. Puede que la dexametasona actúe sobre los receptores i32 hepáticos
produciendo un bloqueo de los mismos, de tal manera que no son estimulados por la presencia
de clenbuterol y por ello se observa esa gran desproporción, en el quinto día de la retirada,
entre los dos grupos (Lindeilel al?, 1994).
Por lo que respecta al grupo tratado con la asociación de clenbuterol y dexametasona,
es claro el “efecto borrador” que ejerce ésta almanifestar unos niveles plasmáticos detectables
de clenbuterol significativamente inferiores (p< 0,001), con respecto a los grupos tratados con
clenbuterol únicamente y con respecto a los controles, a partir de las tomas 6 y 7. Ello podría
ser debido, en nuestra opinión, bien a un efecto supresor de la dexametasona sobre la glándula
adrenal, de acuerdo con Toutain el al?, (1984), o a un cierto “secuestro” del clenbuterol a nivel
hepático, producido por el corticoide, de acuerdo con Foucauld el al?, (1998) y Falkner
(1998), de tal forma que en virtud de un fenómeno de retroflhncionalidad negativa sobre los
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receptores hepáticos, las concentraciones sanguíneas de clenbuterol serían menores, en el
grupo tratado con la asociación, hasta que han transcurrido los quince días de retirada del
t~rmaco y los niveles son iguales a los de los controles; es decir, ya no se detecta clenbuterol.
Como conclusión final, podríamos establecerque si bien la edad del animal puedejugar
un papel importante en lo que a metabolismo del clenbuterol se refiere, el hecho de ser
administradojunto a otras sustancias como glucocorticoides sintéticos (dexametasona), puede
enmascarar los niveles detectables en sangre o en hígado, dando lugar a falsos negativos en las
distintas técnicas analíticas empleadas, lo que supondría un fraude con respecto a la
verificación de si un animal está tratado o no con clenbuterol.
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INSULINA
La insulina es una hormonaestrechamente ligada a los procesos metabólicos que tienen
lugar en el organismo. A corto plazo, incrementa la oferta intracelular de sustratos para el
almacenamiento de energía, activando sistemas de transporte, intensificando la absorción de
la glucosa, aminoácidos y ácidos grasos. En esta fhse, el hígado es una excepción, ya que el
paso de glucosa y ácidos grasos, es independiente de la insulina (Goberna, 1992).
A medio plazo, los efectos más notorios producidos por la insulina, se centran sobre
la actividad enzimática, orientada a la síntesis de triacilglicéridos y glucógeno. Todo ello, se
traduce en un incremento de las actividades enzimáticas relacionadas con la formación de las
reservas energéticas (Prior y Smith, 1982).
Decidimos determinar las concentraciones plasmáticas de insulina por el papel tan
flindaniental que ésta desempeña en elmetabolismo de los glúcidos, ácidos grasos y proteínas.
Se analizaron dichas concentraciones en los animales prepúberes única y exclusivamente, para
ver como influía el tratamiento con clenbuterol sobre los niveles de esta hormona en la fase del
crecimiento de los animales, ya que mientras que en la pubertad aumenta la secreción de OH
(hormona delcrecimiento), estaelevación no va acompañada de un aumento importante de los
factores de crecimiento insulinicos (IGF) en plasma (Devesa et a!, 1992).
De los resultados obtenidos en nuestra experimentación, se puede observar que,
partiendo de una toma basal, durante la primera semana de tratamiento se elevan
progresivamente las concentraciones plasmáticas de insulina en los animales tratados,
alcanzando los niveles máximos a la cuarta semana de tratamiento (T 5), siendo estas
diferencias estadísticamente significativas (p< 0,01). A partir de la quinta semana de
tratamiento (1 6), y durante los periodos de retirada, se observan variaciones que no son
estadísticamente significativas (p> 0,05), en tanto en cuanto, los valores de insulina oscilan y
descienden en los animales tratados, mientras que en los controles al mismo tiempo van
elevándose.
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Resultados obtenidos por otros autores demuestran también, al igual que ocurre en
nuestrosanimales, que tras los tratamientos con clenbuterol, se produce un incremento, bien
en la liberación de insulina o en el incremento de la sensibilización de los receptores insulínicos,
sobre todo a nivel de los tejidos muscular y adiposo, y no en hígado (Ahren y Lundquist, 1981;
Bonen el a!, 1986; Morgan 1990). La administración crónica de clenbuterol disminuye el
taniafio de los adipocitos subcutáneos y perirrenales y hay una relación inversa entre el tamaño
de las células grasas y la subida de glucosa estimulada por la insulina. De este modo, el
tratamiento con clenbuterol estimula a estas células empequeñecidas para que sean más
sensibles a la insulina (Torgan el al?, 1993).
Emery elal?, (1984) y Mc Efligot el al., (1987) no observan cambios en los niveles de
msulina, en tratamientos crónicos, y si éstos se producen la tendencia es hacia un descenso,
pero carece de significación estadística, mientras que en nuestro caso observamos, desde el
inicio del tratamiento, una elevación progresiva de dichos niveles. En nuestra opinión ésto
puede ser debido en primer lugar a la vía de administración empleada, en nuestro caso la oral,
y se sabe que los efectos del clenbuterol son más duraderos cuando se utiliza estavía, como
ya señaló Lafontan et al., (1988); por tanto, daría más tiempo a la activación, por parte del
beta-agonista, de los receptores insulinicos tanto pancreáticos como del tejido adiposo. Por
otra parte y en segundo lugar, estos autores, realizaron sus trabajos con machos, y nosotros
con hembras, además de incluir como es el caso de Mc Elligot el al., (1987), ratas diabéticas,
para su estudio, y lógicamente la respuesta no es la misma, aunque paradójicamente, observa
un ligero descenso, en las ratas tratadas con clenhuterol.
Otro factor que creemos de vital importancia, en nuestro trabajo y de acuerdo con
Reeds el al?, (1987), es la edad de los animales, ya que se trata de impúberes que alcanzan las
diferencias con mayor índice de significación estadística (p< 0,001), justo hasta el periodo en
que terminan la pubertad. Podría existir, a nuestro juicio, una relación muy directa con
respecto a lahormonadel crecimiento, hecho que pudimos comprobar mediante la observación
externa del desarrollo de lamasa muscular, en los animales tratados de acuerdo a los estudios
realizados en corderos jóvenes por Young el al?, (1995), y por ello, al administrar el
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clenhuterol, se producen esas diferencias con respecto a los controles, aunque ambos grupos
tenganla misma edad, además de no olvidar que uno de los tejidos de elección por excelencia
de la insulina es el muscular.
El clenbuterol actúa sobre los receptores musculares ~ frente a la insulina (HIera,
1993), dando lugar a un aumento de la acción anabolizante de esta hormona, a nivel muscular.
Por el contrario, Yang y McElligot (1989) y Liu y MilIs (1990) sostienen que el número de
receptores 13 a nivel muscular y de tejido adiposo desciende en roedores y, en tratamientos
crónicos con beta-agonistas, las concentraciones plasmáticas de insulina, permanecen
mvariables o descienden, pero Yang y McElligot (1989) no especifican si se refiere al
clenhuterol o a otro agonista ¡3-adrenérgico. En nuestro caso, y como ya hemos explicado
anterionnente, aunque no hemos determinado la proporción de receptores, hemos observado
un incremento, estadísticamente significativo, de las concentraciones plasmáticas de insulina
(p< 0,05 hastap< 0,001), en tratamientos crónicos con clenhuterol (45 días) y ello nos induce
a pensar que quizá la densidad de estos receptores, sobre todo a nivel muscular, se vea
incrementada y la respuesta por tanto, sea diferente. Liu y MilIs (1990) atribuyen este efecto
a la presencia de agentes que estimulan la producción de AMP-c, en este caso el clenhuterol,
pero estos autores han realizado sus trabajosen adipocitos de cerdo mediante cultivos in vftro,
mientras que nuestra experimentación se realizó con animales vivos y además roedores,
pudiéndose encontrar diferencias por este motivo.
En definitiva, e] tratamiento con clenbutero] produce un aumento de las
concentraciones plasmáticas de insulina, debido al aumento de la sensibilización de los
receptores en tejido adiposo y muscular, aunque también es variable dicho efecto en función
de la edad de los animales y vía de administración empleada.
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GLLJCOCORTICOIDES: CORTICOSTERONAy CORTISOL
Algunos animales de laboratorio, tales como hámsters, cobaya, y gerbillos, se parecen
al hombre en lo referente a que el cortisol es el glucocorticoide más secretado, mientras que
otros roedores, tales como la rata y el ratón, principalmente secretan corticosterona
(Woodman, 1997). Esta escasa capacidadpara producir cortisol, según Conley y Bird (1997),
se debe a las rutas metabólicas de la esteroidogénesis adrenal en las distintas especies, ya que
la rata produce mayor cantidad de corticosterona por un deflcit de la enzima cP4SO 17 a
hidroxilasa 20 basa, responsable de la transformación de pregnenolona en los precursores del
cortisol.
Entre las funciones llevadas a cabo por los glucocortioides, al mismo tiempo que se
encargan de regular el metabolismo de glúcidos, proteínas y grasas, intervienen, de una manera
fundamental, en dotar al organismo de una mayor capacidad de reacción frente al estrés (De
Paolo y Masoro, 1989). Por esta razón, en lo que a efectos metabólicos se refiere,
determinamos las concentraciones de ambos.
De los resultados obtenidos en nuestra experimentación, con respecto a las
concentraciones plasmáticas de corticosterona (gráficas 10 y 11), se observa una elevación,
estadísticamente significativa, en los grupos tratados con clenbuterol (prepúberes y adultos)
desde la primera semana (pc 0,05), hasta que transcurren 5 días del periodo de retirada (p<
0,001), momento a partir del cual se produce un descenso drástico de dichas concentraciones,
hasta equipararse a las de los controles, durante los quince días restantes que completan el
periodo de supresión.
En el grupo tratado con clenbuterol y dexametasona, la evolución de las
concentraciones de corticosterona es igual que en el caso anterior, pero la caída de las mismas,
a partir del quinto día es mucho más pronunciada, llegando a situarse a unos niveles inferiores
a los de los controles, a partir de los 10 días de la retirada del tratamiento, aunque carece de
significación estadística (p> 0,05).
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Las concentraciones de cortisol en animales prepúberes experimentan (gráfica 12) a
partir de la primera semana de tratamiento, una elevación estadísticamente significativa (p<
0,001) con respecto a los controles, alcanzando los máximos niveles en el día de la retirada del
tratamiento, justo cuando termina la fase de la pubertad.
Las concentraciones de cortisol, en los animales adultos, aparecen reflejadas en la
gráfica 13 y, son también, superiores a las de los controles (p< 0,001), elevándose, en este
caso, a partir de la segunda semana de tratamiento (p< 0,001).
Con respecto al grupo tratado con laasociación de clenbuteroly dexametasona (gráfica
13), también se produce un incremento de las concentraciones de cortisol (p< 0,05)
comparadas con las de los controles.
Nuestros resultados indican un claro aumento de las concentraciones de ambas
hormonas, coincidiendo con los resultados obtenidos en ratas por Sillence el al?, (1993) y
Bruckmaier y Blum (1992) en terneras. Esto puede ser debido a que el número de receptores
~ tisulares se vea incrementado por los glucocorticoides, pudiendo ser ésta una razón por la
cual el grupo tratado con dexametasona y clenbuterol, alcanzase las concentraciones más altas
de estos dos parámetros. Para Yang y McElligot (1989), las concentraciones de cortisol no
varían, ni en corderos ni en ratas, aunque coincide en nuestras apreciaciones, al destacar que,
regulan el número de receptores.
Por otra parte, y de acuerdo con Spencer y Oliver (1996), la elevación de los
glucocorticoides va precedida y acompañada de alteraciones en la actividad del Sistema
Nervioso Simpático, en particular una elevada secreción de epinefitina y norepinefrina, siendo
el clenbuterol el responsable de esta elevación por su estímulo sobre la ACTH hipofisaria que
produce la descarga de catecolaminas, aumentando la producción de glucocorticoides
procedentes de la corteza adrenal, por lo que, lógicamente, sus niveles en sangre periférica se
encuentran muy elevados. De la misma opinión es Buyse el aL, (1991) que, en trabajos con
aves, demuestra que los tratamientos con clenbuterol aumentan la producción de
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glucocorticoides, especialmente corticosterona, pero, al contrario que en nuestro estudio, ésta
es mayor en animales más jóvenes y en machos. En nuestro caso, los niveles más altos de
corticosterona se detectan en los animales adultos, mientras que los que iniciaron el
tratamiento siendo prepúberes experimentan una gran subida, pero ésta no estan espectacular
como en los anteriores, debido quizá a que estén implicados otros mecanismos hormonales.
Las concentraciones de cortisol, por elcontrario, alcanzanunos valores plasmáticos más altos
que las de corticosterona en los animales prepúberes y ello podríamos justificarlo, de acuerdo
con Cardoso y Stock (1998), a las concentraciones de insulina obtenidas en este grupo,
claramente superiores a las de los controles, lo que provoca una caída de las concentraciones
plasmáticas de glucosa, que estimula la producción de ACTH, dando lugar a la elevación de
los niveles de cortisol y los de corticosterona.
Por otro lado, Ait-Chaoui n al? (1995), en ratas Long-Evans de distintas edades,
observan un incremento en las concentraciones de corticosterona más acentuado en animales
jóvenes. Esto podría ser debido, en la opinión de esos autores, a que a medida que el animal
va envejeciendo la esteroidogénesis adrenal va reduciéndose, quizá porque la edad puede
alterar las concentraciones de las moléculas a las cuales pueden estar expuestas las adrenales
y por tanto la sensibilidad frente a la ACTR.
Con respecto al tratamiento combinado de clenbuterol y dexametasona, discrepamos
con Bette y Kietzmann (1991) y Ait-Chaoui (1995) ya que éstos destacan una disminución
de los nivelesde corticosterona in vivo en ratas tratadas con dexametasona. Nosotros, hemos
observado un aumento de dichas concentraciones en los animales tratados con clenbuterol y
dexametasona, aunque bien es cierto, que éstas son menores que en los animales tratados
únicamente con clenbuterol, lo cual es lógico, ya que por una parte el clenbuterol aumenta las
concentraciones de corticoides y por otra, la dexametasona bloquea la producción endógena
de ACTH (Almeida el al?, 1997; Gómez el al?, 1998), y por ello disminuyen los niveles
plasmáticosde esta hormona, en relación a los grupos tratados exclusivamente con clenbuterol.
Estos dos hechos, son los responsables, desde nuestro punto de vista, de que el aumento de
las concentraciones de corticosterona observado en los animales tratados con la asociación de
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clenbuterol y dexametasona, se sitúe en unosvalores inferiores a los de los animales expuestos
solamente al clenbuterol.
En definitiva, el tratamiento con clenbuterol sólo o asociado a la dexametasona, en
ratas, da lugar a un incremento de las concentraciones de corticosterona y cortisol al provocar
un incremento del número de receptores Ji~ tisuJares, o al estimular directamente el eje
hipotálamo-hipofisario-adrenal, pudiendo jugar también un papel importante la edad de los
animales y determinados estados endocrinos de los mismos.
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ESTEROIDES GONADALES: PROGESTERONA, 17-fi ESTR~4DIOL Y
ANDROSTENODIONA
PROGESTERONA
Confomie a los resultados obtenidos en nuestra experimentación, podernos comprobar
que los niveles de progesterona, en los animales tratados con clenbuterol, son claramente
inferiores a partir de la segunda semana de tratamiento (p< 0,05), alcanzando las máximas
diferencias justo en las tres últimas semanas anteriores (T-5, 1-6 y 1-7) a la finalización del
mismo (p< 0,001). A partir de la sexta semana, se inicia un periodo de recuperación en los
animales tratados, que coincide con una disminución paralela en los animales control, lo que
se aprecia muy claramente a medida que se produce la retirada del fármaco, llegando a
igualarse, práticamente a los 20 días de la retirada. Por lo que respecta al grupo tratado con
la asociación de clenbuterol y dexametasona, es curioso observar, durante el periodo de
supresión, no sólo como los niveles no descienden, sino que se sitúan en un rango superior al
de los controles, llegando a alcanzar las máximas diferencias (p< 0,001) a los cinco días de la
retirada del tratamiento, aunque posteriormente, descienden, para elevarse ligeramente a los
20 días con respecto a los controles.
A nuestro juicio, que coincide con el de Sillence el al? (1995), el descenso de los
niveles de progesterona, en los animales tratados, se producepor el mecanismo de acción del
clenbuterol sobre los receptores de progesterona, a nivel ovárico, ya que provoca una
disminución de dichos receptores y, por lo tanto, se ve considerablemente afectada la
liberación de la hormona. Dacasto et al. (1994), mediante investigaciones en cerdos, especie
animal de crecimiento rápido (al igual que los roedores), también encontraron una disminución
de las concentraciones plasmáticasde progesterona, pero, a dikrencia de Sillence el al. (1995),
estos autores comprobaron que se producía un incremento de las concentraciones de
receptores de progesterona en útero y no en ovario. En ambos casos, íos tratamientos con
clenbuterol producen alteraciones sobre el número de receptores de progesterona, a nivel del
aparato genital, influyendo posteriormente sobre el eje hipotálamo-hipofisario y dando lugar
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a un fenómeno de retroflincionalidad negativa, que bloquearía la respuesta del órgano efector,
y por ello, en vez de aumentar, disminuirían las concentraciones de progesterona,
independientemente del aumento de receptores de progesterona a nivel ovárico o uterino.
De acuerdo con Biolatti el al?(l990), podríamos pensar que el descenso de los niveles
plasmáticos de progesterona, podría deberse a los hallazgos anatomopatológicos observados
a nivel del tracto genital, que coinciden macroscópicamente con los nuestros, tanto a nivel
ovárico, donde pudimos comprobar la existencia de una mayor prolitéración de folículos en
distintos gradosde desarrollo, como a nivel uterino, con un mayor engrosamiento del mismo,
en los animales tratados con clenbuterol y que comportarían un descenso de la actividad cíclica
ovárica. Con respecto al grupo tratado con la asociación de clenbuterol y dexametasona, y de
acuerdo con Biolatti el al? (1994) pudimos observar, en los ovarios de las hembras tratadas,
un menor número de folículos, debido probablemente a la acción de la dexametasona.
En cuanto a la variación de los valores de progesterona y coincidiendo con Butcher el
al? (1974), durante elperiodo de retirada en los animales controles, podriamos atribuirlos a la
ibse del ciclo en la que se encontrasen dichas hembras (cuyo cálculo se realizaría, en función
de las concentraciones de progesterona obtenidas, y la interrrelación con los niveles de LII de
acuerdo a este autor). Butcher el al. sostienen que, en la rata, los niveles de progesterona se
incrementan coincidiendo con la descargapreovulatoria de LH, variando su margen desde 1-5
ng/ml a 40-50ng/ml en suero o plasma. Después, la concentración de progesterona desciende
a los niveles basalesdel estro, coincidiendo con un incremento de los niveles de LII procedente
de las gónadas y posteriormente se produce una nueva elevación de los niveles de
progesterona, que se hace más patente en el primer día del diestro, alcanzando unos valores
de 20-30 ng/ml.
Nosotros pensamos que si estas variaciones, en cuanto a concentraciones de
progesterona se refieren, están relacionadas con los niveles de LH no se producirían por un
efecto sobre los receptores de LH a nivel genital, sino directamente sobre el eje hipotálamo-
hipofisario ya que como es de todos conocido, la LH, es una hormona, cuya descarga está
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relacionada muy estrechamente con factores exógenos.
En nuestro caso, y dado que se produce una supresión del tratamiento, es lógico pensar
que, a partir de ésta, los animales tratados experimenten unas variaciones que conducen a la
recuperación de los valores hormonales normales, alterarándose al mismo tiempo, la ciclicidad
de los mismos y los controles, de tal manera que los niveles máximos y mínimos, de
progesterona y LII, variarían, en función de la nueva situación creada a partir de la retirada del
medicamento que constituiría un factor exógeno importantísimo y, por tanto, a nivel del
Sistema Nervioso Central se producirían esas oscilaciones detectadas, en nuestros animales
utilizados como control, hasta adaptarse completamente y volver a tener una cidicidad más
homogénea. Por supuesto, estos resultados, correspondientes al periodo de retirada, respecto
a los controles, carecen de significación estadística (p> 0,05).
Otro factor que puede influir sobre las concentraciones de progesterona, y que
debemos tener en cuenta, es la dosis empleada, de tal manera que la utilización de dosis
elevadas de cleubuterol, en tratamientos crónicos, produce un efecto bloqueante sobre los
receptores de progesterona y las concentraciones de la misma, a la luz de los resultados
obtenidos pornosotros, disminuyen, mientras que, por el contrario, paraNebbia el aL (1991)
no se ven aféctadas, claro que la dosis a la que observa este efecto (50jag/kg) es sensiblemente
menor a la empleada por nosotros (lmg/kg) y, por tanto, el bloqueo de los receptores de
progesterona, en nuestro caso, sería mayor y, consecuentemente, la liberación de lahormona,
menor.
Sin embargo, Re el al? (1993) observa que las concentraciones plasmáticas de
progesterona no se ven afectadas, a pesar de la aparición de las lesiones macroscópicas
observadas en el tracto genital, afirmando que el tratamiento con clenbuterol no afecta
significativamente al número de receptores de progesterona uterinos, aunque en estudios más
recientes se ha visto que la estimulación de los receptores 13-adrenérgicos (Re, el al? 1997), en
el SNC, está directamente implicada en la supresión de la liberación de las gonadotropinas
debido a la supresión de la liberación de la LII, mediante el estímulo de los receptores «2~
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adrenérgicos (Cagampang el aL, 1992) y se observan alteraciones significativas en las
concentraciones de los receptores de progesterona, en tratamientos crónicos, lo cual apoya
nuestra teoría.
Concluyendo, el tratamiento con clenbuterol, y en función de la dosis y en situaciones
de cronicidad, da lugar a una caída de los niveles de progesterona, al disminuir, localmente,
el número de los receptores de progesterona a nivel genital, originando lesiones
macroscópicas, o bien al actuar a nivel central, sobre el eje hipotálamo-hipofisario.
17fl-ESTRZ4DIOL
Estahormona pertenece al grupo de los estrógenos que junto con la progesterona, son
los responsables de los procesos reproductores en la hembra. En las adrenales, también se
secreta estradiol, aunque en pequeñas cantidades (Woodman, 1997).
Los resultados obtenidos, en nuestra experimentación, nos permiten observar, cómo
el tratamiento con clenbuteroleleva las concentraciones plasmáticas de 1 713-estradiol, a partir
de la teitera semana de tratamiento, alcanzando los mayores niveles el día de la retirada, con
un altísimo índice de significación estadística (p< 0,001), simultáneo a la disminución de las
concentraciones de progesterona. A partir dc este momento, tiene lugar una caída drástica de
dichos niveles, hasta que se igualan prácticamente al de los controles.
En el tratamiento en que se añade dexametasona también se produce una elevación de
dichos niveles, pero a diferencia con el tratamiento anterior, persiste y se incrementa, con un
alto índice de significaciónestadística (pc 0,001) durante el periodo de supresión, con respecto
al grupo control y al tratado con clenbuterol, subsistiendo este efecto a los 20 días de la
retirada, lo que pudimos corroborar macroscópicamente por la aparición de quistes foliculares
en los ovarios de estas hembras.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Re el al? (1990) en ratones y Dacasto
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el al. (1994) en cerdos, observando, del mismo modo, un incremento, estadísticamente
significativo, de los niveles de 1 713-estradiol. Creemos que la explicación de este incremento
se debe al aumento de la concentración del número de receptores de estrógenos, paralela a la
disminución del número de receptores de progesterona, tanto en útero como en vagina y, al
aplicar tratamientos prolongados, se produce una intensa estimulación beta-adrenérgica, que
conduce a la mayor producciónde estrógenos (Re et al., 1993) y, por tanto, falta de cidicidad
ovárica a nivel de los órganos eféctores, siendo, por otra parte, la responsable del aumento de
estrógenos, que conducen a la aparición de lesiones en el aparato genital femenino y que
nosotros pudimos observar, como hemos señalado anteriormente.
Por el contrario, Re et al. (1995) encuentran una disminución de los niveles plasmáticos
de esta hormona, a pesar de aumentar significativamente el número de receptores estrogénicos
en útero, pero no así a nivel hepático e hipofisario. Quizá sea ésta la causa que impide una
elevación de los niveles de estradiol. En nuestra experimentación, la dosis de clenbuterol
empleada fue considerablemente superior (1mg/kg) y dada la baja capacidad de unión a los
receptores estrogénicos uterinos que presenta el clenbuterol, es lógico pensar, que, a las dosis
relativamente bajas empleadas por estos autores (2,5 ng/kg, 25 ¡ig/kg y 50 hg/kg), la
reactividad de los centros efectores sea menor y, por tanto, las concentraciones de estradiol
disminuyan Resultados obtenidos porNebbia el al? (1991) indican, contrariamente a nosotros,
una disminución de los niveles plasmáticos de estradiol y sólo cuando aumenta la dosis del 13-
agonista, las ditérencias con respecto a los controles, no son tan acentuadas como las nuestras.
En trabajos más recientes, Re el al? (1997) han observado, en ratas adultas, una
disminución en los niveles plasmáticos de hormonas sexuales circulantes, atribuyendo este
hecho a la estimulación de los receptores adrenérgicos a nivel del SNC, lo que produce cierto
grado de supresión de la liberación de las gonadotropinas. Nuestros resultados reflejan el
fenómeno contrario, es decir un aumento de las concentraciones plasmáticas de 1 713-estradiol,
quizá debido a que la dosis empleada es diferente en nuestro caso y el periodo de exposición
al tratamiento es considerablemente mayor en el caso de estos autores (121 días), por lo que
la disminución observada, podría deberse lógicamente a un fenómeno de retrofuncionalidad
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negativa sobre el eje hipotálamo-hipofisario-gonadal.
Como conclusión, podríamos afirmar que las concentraciones plasmáticas de 1 713-
estradiol se elevan tras los tratamientos con clenbuterol, posiblemente debido a la activación
de los receptores estrogénicos, tanto a nivel genital como central, produciendo alteraciones
con respecto a la ciclicidad ovárica, detectables macroscópicamente mediante la aparición de
quistes foliculares.
ANDROSTENODIONA
Decidimos determinar las concentraciones de androstenodiona (precursor hormonal
de la testosterona), ya que, debido al carácter anabolizante que presentan los andrógenos per
sé, contribuyen a aumentar la síntesis proteica y favorecen el desarrollo de la masa ósea y
muscular (Wiison, 1996), al mismo tiempo que podríamos estudiar la repercusión que los
tratamientos con clenbuterol o la asociación del beta-agonista a la dexametasona, ejercerían
sobre dichas acciones.
Nuestros resultados nos muestran que es éste el esteroide menos afectado por la
presencia de clenhuterol o éste asociado a la dexametasona. Podríamos atribuir este fenómeno
a que al ser la precursora de otras hormonas esteroides, su concentración no parecería verse
afectada, pero sí las de otras hormonas debido a los cambios en sus respectivos sistemas
enzimáticos.
Así, con respecto a] grupo tratado únicamente con clenbuterol (gráfica 16), no se
aprecian diferencias estadísticamente significativas con respecto a los controles, excepto al
finalizar el tratamiento, en que el grupo tratado, se distancia del control (pC 0,05), aunque
luego, en la retirada vuelven a producirse las mismas oscilaciones en ambos grupos.
En el grupo tratado con la asociación de clenbuterol y dexametasona (gráfica 16-a),
las concentraciones de androstenodiona se sitúan a unos niveles ligeramente inferiores a los
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de los controles, descendiendo desde el comienzo del periodo de retirada, pero sin llegar a
alcanzar una diferencia significativa, hasta diez días después de transcurrido el mismo (p<
0,01), para elevarse posteriormente e igualarse tanto a los animales tratados con clenbuterol
sólo, como a los controles.
Los resultados obtenidos en nuestra experimentación coinciden con la opinión de Le
Goascogne el al? (1995), ya que hemos de tener en cuenta que este precursor de la
testosterona se comporta como andrógeno, cuando se transforma en testosterona o en
dehidroepiandrostenodiona (DREA); en la rata a nivel de las adrenales, se producen cantidades
íntimas de DHEA, por lo cual la exposición continuada frente al clenbuterol no sensibilizaría
los receptores de testosterona a este nivel, pudiendo estar originada su secreción a partir del
Sistema Nervioso Central y, por ello, sí se detectaun ligero aumento de los niveles plasmáticos
de esta hormona, que carece de significación estadística.
Por el contrario, el grupo tratado con la asociación de clenbuterol y dexametasona
experimenta una disminución, estadísticamente significativa (p< 0,001), con respecto al grupo
control y al tratado exclusivamente con clenbuterol. Podríamos atribuirlo a la estimulación
directa de la glándula adrenal, por parte de la dexametasona, dando lugar a un fenómeno de
retroflincionalidad negativa sobre el eje hipotálamo-hipofisario-adrenal, que conduce a una
mayor disminución de los niveles de esta hormona. Este hecho lo podemos comprobar a
medida que transcurre el periodo de retirada y, por tanto, ya se ha eliminado por completo la
estimulación por parte de los glucocorticoides exógenos (dexametasona), aumentando los
niveles de androstenodiona, aunque insistimos, sin que tengan significación estadística alguna.
Atendiendo al estímulo, porparte de los receptores estrogénicos locales, y de acuerdo
con Yuanel al? (1995), en larata hembra, los niveles elevados de andrógenos van asociados
a un incremento de la secreción de otras hormonas ováricas, como por ejemplo el estradiol.
El clenhuterol aumenta el número de receptores estrogénicos a nivel ovárico y uterino y, por
tanto, las concentraciones plasmáticas de estradiol se ven también incrementadas, como ya
vimos en los resultados correspondientes a esta hormona, por lo cual también es de suponer
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que se produce un mcremento de andrógenos que a nivel central, y gracias a la acción de la
enzima aromatasa, se convierten en estrógenos. Según la fase del ciclo en que se encuentre la
hembra, la actividad de esta enzima varía, y es menor en el proestro, aumentando la actividad
de los receptores estrogénicos cerebrales en un 50%. Ésta pudiera ser la razón de haber
obtenido unos valores plasmáticos de estradiol mucho más elevados y con significación
estadística (p< 0,001) en los animales tratados, en detrimento de una subida muy ligera de las
concentraciones plasmáticas de androstenodiona.
Por otra parte, y como ya señalaron Taylor el aL (1996), la androstenodiona puede
fomiarse a partir de la progesterona, pero de una manera transitoria, debido a la actividad de
la 1713- hidroxiesteroide reductasa (1 713-HOR), que es la enzima responsable de la verdadera
transformación de la androstenodiona en testosterona. Nuestros resultados muestran una clara
disminución de los niveles de progesterona en los animales tratados con clenbuterol, por lo
cual, al descender los niveles de progesterona esa formación transitoria de androstenodiona
sería menor y, por ello, no se observan grandes diferencias, entre los animales tratados frente
a los controles. Como ya vimos en su momento, los niveles de progesterona comenzaban a
aumentar a partir de la finalización del tratamiento de los animales con clenbuterol. Es en este
punto donde nuestros resultados reflejan, al mismo tiempo, un aumento significativo (p< 0,05)
de las concentraciones de androstenodiona, por lo que, de acuerdo con Sillence el al? (1995),
ello podría deberse a que, al tenninar el periodo de exposición al clenbuterol, el número de
receptores de progesterona experiementaría una clara recuperación, que conduciría a mayor
liberación de la hormona y, por tanto, la síntesis de androstenodiona también se vería
incrementada.
Como resumen final, destacamos que el clenbuterol no ejerce una influencia tan directa
sobre las concentraciones de androstenodiona por ser un precursor hormonal, pero si
indirectamente a través de otras hormonas como la progesterona o el 1 713-estradiol.
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Una vez analizados los resultados obtenidos en nuestro estudio podemos deducir de
ellos las siguientes conclusiones:
P CONCLUSIÓN:
r CONCLUSION:
3t CONCLUSION:
4~ CONCLUSIÓN:
Los tratamientos con clenbuterol, a dosis superiores a las
anabolizantes, en ratas, producen incrementos espectaculares de peso,
directamente relacionado con la edad de los animales, vía de
administración y duración del tratamiento. La asociación con
dexametasona, estimula también la ganancia de peso corporal
persistiendo aún en el periodo de supresion.
Los tratamientos con clenbuterol dan lugar a una reducción del peso
del hígado, cuya magnitud puede estar relacionada con la edad de los
animales. Asociado a la dexametasona, la disminución del peso
hepático dura menos tiempo, lo que es indicativo de una recuperación
más temprana de los animales.
Los tratamientos con clenbuterol aislado o conjuntamente con la
dexametasona no van acompañados de lesiones en hígado
macroscópicas, microscópicas ni ultraestructurales en hígado,
independientemente de la edad de los animales.
La edad de los animales juega un papel importante en el metabolismo
del clenbuteroL Unido alhecho de que al ser administrado junto a otras
sustancias, como glucocorticoides sintéticos, se pueden enmascarar los
niveles de clenbuterol plasmáticos y hepáticos detectables, dando lugar
a falsos negativos en las distintas técnicas empleadas, que conduciría
a la creencia de que el anñnal no haya sido tratado con clenbuterol.
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5 CONCLUSIÓN:
6 CONCLUSION:
7 CONCLUSION:
8 CONCLUSION:
9 CONCLUSIÓN:
Los tratamientos con clenbuterol, en animales prepúberes, producen un
aumento de las concentraciones plasmáticas de insulina, debido al
aumento de la sensibilización de los receptores, en tejido adiposo y
muscular, aunque también es variable según la víade administración.
El tratamiento con clenbuterol, o clenbuterol y dexametasona, da lugar
a un incremento de las concentraciones plasmáticas de cortisol y
corticosterona, al provocar un aumento del número de receptores ~
tisulares o mediante el estímulo directo del eje hipotálamo-hipofisario-
adrenal. Este incremento también depende de la edad de los animales.
Los tratamientos con clenbuterol, o asociado a la dexametasona, dan
lugar a una caída de los niveles de progesterona al disminuir los
receptores de progesterona a nivel genital, al actuar a nivel central,
sobre el eje hipotálamo-hipofisario, así como por ser el agente
responsable de las lesiones macroscópicas detectadas en el aparato
genital.
Las concentraciones plasmáticas de 1713-estradiol se elevan tras los
tratamientos con clenbuterol, o con la asociación de éste a la
dexametasona, mediante la activación de los receptores estrogénicos
tanto a nivel genital como central, y por la aparición de quistes
foliculares, quedando las hembras sin cidicidad.
El clenhuterol no influye directamente sobre las concentraciones de
androstenodiona por ser ésta un precursor hormonal, pero sí a través
de la acción de otras hormonas esteroides.
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CONCLUSIÓN FINAL: Como conclusión final destacaremos que los tratamientos con
clenbuterol, aislada o conjuntamente con la dexametasona,
producen sedas alteraciones en lo que al fisiologismo animal se
refiere, aunque posteriormente, durante los periodos de
retirada, los animales se recuperan paulatinamente, volviendo
a recobrarcasi por completo su flhncionalidad normal.
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RESUMEN
Resumen
El trabajo realizado en esta Tesis, ha consistido en la observación de los efectos que
ejerce el clenbuterol en los animales de laboratorio tanto sobre su fisiologismo en general,
como los efectos directos llevados a cabo sobre el hígado de dichos animales.
Para la elaboración de estos supuestos, utilizamos ratas hembra de la estirpe Long-
Evans. Distribuimos a los animales en dos grupos, según la edad, de tal forma que
comprobamos, al mismo tiempo, los efectos sobre los animales prepúberes y los adultos.
En cuanto a la aplicación del tratamiento, también se procedió a administrar dos tipos
del mismo. En uno de ellos, mediante vía oral un grupo de animales, tanto adultos como
prepúberes ingerían 1 mg/kg de peso vivo de clenbuterol. El otro tratamiento, llevado a cabo
únicamente en animales adultos, consistió, en la administración de clenbuterol (1 mg/kg)
asociado a dexametasona, ésta última inyectada por vía subcutánea (0,1 pg/kg), diez días antes
de la finalización del tratamiento. La duración de los dos tipos de tratamiento fue la ntma (45
días), y en ambos se contemplaronlos mismos periodos de supresión, cuya duración fue de 20
días, llevando a cabo los muestreos con una alternancia desde elútlimo día de la administración
y posteriormente cada cinco días.
Los dos tipos de tratamiento empleados nos permitieron contemplar si se producían
diferencias entre ellos, y los periodos de recuperación de los animales una vez finalizados los
mismos.
Para comprobar los efectos anabolizantes del clenbuterol, se mididó la ganancia de
peso experimentada por los animales, y pudimos observar que se producía un espectacular
incremento del mismo, que posteriormente se estabilizaría e igualaría a los de los animales
utilizados como controles, durante los periodos de retirada del medicamento. Al combinar este
13-agonista con la dexametasona, la ganancia de peso era también espectacular y persistía
incluso durante el periodo de supresión.
En este rmsmo sentido, determinamos las concentraciones hormonales de insulina, pero
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únicamente en los animales prepúberes, puesto que así podríamos comparar entre los controles
y los tratados, si el clenbuterol, afectaba al engorde de los animales en plena fase de
crecimiento. La técnica empleadapara tal fin, fue un ELISA sandwich, mediante la utilización
de un kit comercial. Los resultados obtenidos, nos permitieron establecer que los niveles
plasmáticos de insulina también se elevan notoriamente, pero a partir de la entrada en la
pubertad de los animales. Una vezque se interrumpe el tratamiento, dichos niveles descienden
hasta igualarse a los de los controles.
Elestudio del hígado en cuanto a alteración del peso y morfología se refiere, también
fue contemplado, dada la importancia que el consumo de esta víscera ha adquirido en los
últimos tiempos, en lo referente a las intoxicaciones diagnosticadas en la población humana.
El peso del hígado en los animales tratados, experimenta descensos estadísticamente
significativos en la tercera semana de tratamiento, que coincide con la máxima absorción del
clenbuterol, y a partir de ahí, se produce en los animales, una fase de acostumbramiento, que
da lugar a una estabilización de estos pesos. La intensidad de este descenso está muy
relacionada con la edad de los animales, siendo mayor en los adultos. La asociación a la
dexametasona, también produce un descenso del peso hepático que dura menos tiempo, lo que
indica que la recuperación de los animales se produce antes en este caso.
Para comprobar si se producíanlesiones a nivel hepático, y dada la dosis administrada,
procedimos a realizar el estudio anatomopatológico del hígado de los animales. Al no
detectarse lesiones macroscópicas, ni microscópicas, llevamos a cabo un estudio
ultraestrutural, mediante Microscopia electrónica. Esta técnica, constituyó un método
realmente confirmatorio de la inexistencia de lesiones observada mediante en el estudio
macroscópico e histológico.
Este estudio se completó mediante la determinación de las concentraciones hepáticas
y plasmáticas de clenbuterol, mediante la técnica FIA de competición. Los resultados
obtenidos, nos permitieron comprobar que la absorción del clenhuterol está directamente
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relacionada con la edad del animaL También pudimos comprobar el efecto “borrador” ejercido
por ladexametasona al seradministrada conjuntamente con el beta-agonista, puesto que a los
cinco días del periodo de supresión, no se detectaban niveles de clenbuterol en sangre o en
hígado, lo que nos llevó a concluir, que en este caso, podrían producirse falsos negativos, que
contribuyeran a incrementar la práctica fraudulenta de la utilización del clenbuterol como
agente promotor del crecimiento.
El clenbuterol actúa directamente sobre el Sistema Adrenérgico, y por ello,
determinamos las concentraciones plasmáticas de cortisol y corticosterona, de los animales
tratados, tanto en prepúberes como en adultos, bien con clenbuterol, o con la asociación de
éste a la dexametasona. Dichas concentraciones se elevaron en todos los casos, para ir
disminuyendo a partir del quinto día de la retirada del medicamento. Cuando se añade la
dexametasona, este descenso es mucho más pronunciado, llegando incluso a situarse a unos
niveles inferiores a los de los controles.
Por último, decidimos estudiar los efectos del clenbuterol sobre las hormonas
esteroides gonadales, determinando las concentraciones plasmáticas de progesterona, 1713-
estradiol y androstenodiona, en animales adultos y sometidos a los dos tipos de tratamiento,
mediante la técnica ELISA de competición.
Los niveles de progesterona descendieron considerablemente, dando lugar a lesiones
macroscópicas en el tratcto genital. Al mismo tiempo, las concentraciones de 1 713-estradiol,
experimentaron un brusco aumento, que también daba lugar a la aparición de lesiones a nivel
ovárico, mientras que las concentraciones de androstenodiona no sufrieron grandes cambios.
En definitiva, los parámetros fisiológicos estudiados, tanto a nivel de pesos como
hormonales, se vieron afectados tras los tratamientos con clenbuterol, o asociado a la
dexametasona, pero una vez que se produjo la interrupción del tratamiento, revertían a la
normalidad. El hígado, no presentó alteraciones morfológicas durante el tiempo que duró tanto
en la administración de los tratamientos, como en la retirada de los mismos.
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